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4-MU  4-Methylumbelliferon 




BAP  6-Benzylaminopurin 
Bestnr. Bestellnummer 
bp  Basenpaare 
BSA  Bovines Serumalbumin 
Bsp. Beispiel 
bzw.  beziehungsweise 
ca.  circa 
CaMV Cauliflower Mosaik Virus 
Carb Carbenicillin 
cDNA  complementary DNA (komplementäre DNA) 
d.h.  das heißt 
ddH2O doppelt destilliertes Wasser 
dH2O  deionisiertes Wasser 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
dNTP  desoxy-Nukleosidtriphosphat 
dpi  days post infection (Tage nach Infektion) 




et al. et alii (und andere) 
etc. et cetera (und die übrigen Dinge) 
ETI effector triggered immunity (Effektor-ausgelöste Immunität) 
ETS effector triggered susceptibility (Effektor-ausgelöste Empfindlichkeit) 
evtl.  eventuell 





g  Erdbeschleunigung 
ggf. gegebenenfalls 
GUS  ß-Glucuronidase 
h hours (Stunden) 
hpi hours post infection (Stunden nach Infektion) 
HR hypersensitive Reaktion 
IPTG  Isopropyl-ß-D-thiogalactopyranosid 
JA  Jasmonsäure 
Kan  Kanamycin 
kb  Kilobasen 
kDa  Kilodalton 
LB  Luria Broth 
LUC Luciferase 
MAMP  microbe-associated molecular pattern (Mikroben-assoziiertes 
molekulares Muster) 
MTI  MAMP triggered immunity (MAMP-ausgelöste Immunität) 
MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure 
min  Minuten 
MS  Murashige-Skoog 
NADPH  Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (reduziert) 
o.ä.  oder ähnliches 
o.g. oben genannte  
OD  optische Dichte 
OD600  Optische Dichte bei 600 nm 
ORF open reading frame (offenes Leseraster) 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PAMP   pathogen-associated molecular pattern (Pathogen-assoziiertes 
molekulares Muster) 
PCR  Polymerasekettenreaktion 
pers. persönliche 
pH potentia Hydrogenii 
PP  Protoplasten 
PPT Phosphinotricin 
PR pathogenesis related 
pv.  Pathovar 
Rif Rifampicin 





RNA  Ribonukleinsäure 
RNAse  Ribonuklease 
ROS  reactive oxygen species (reaktive Sauerstoffspezies) 
rpm  Umdrehungen pro Minute 
RT Raumtemperatur 
RT-PCR Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion 
RT-Reaktion Reverse-Transkriptase Reaktion 
s Sekunden 
s.o. siehe oben 
SA Salizylsäure 
SAR  systemic acquired resistance (systemisch erworbene Resistenz) 
SDS Sodium Dodecyl Sulfate (Natriumlaurylsulfat) 
SDS-PAGE  denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
ssOligonukleotid einzelsträngiges Oligonukleotid 
TATA  TATA-Box (Minimalpromotor) 
T-DNA  Transfer-DNA 
TEMED  N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin, 1,2-Bis(dimethylamino)-ethan  
TF Transkiptionsfaktor(en) 
TFBS Transkriptionsfaktorbindungsstelle 
TRIS  TRIS-(hydroxymethyl)aminomethan 
U unit (Einheit) 
u.a.  unter anderem 
ü.N. über Nacht 
v/v  Volumen/Volumen 
w/v  Gewicht/Volumen 
X-Gal  5-Brom-4-chlor-3-indolyl-ß-D-galactosid 
X-GlcA  (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β-D-glucuronid)cyclohexyl-Ammoniumsalz 
z.B.  zum Beispiel 
z.T. zum Teil 
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3.1. Pflanzen sind einer Vielzahl von Pathogenen ausgesetzt 
Infektionen durch Phytopathogene stellen neben abiotischen Stressfaktoren wie Trockenheit 
oder Überflutung eine der größten Bedrohungen für eine Pflanze dar. Weltweit verursachen 
Pathogeninfektionen Ernteverluste und dadurch großen wirtschaftlichen Schaden (Oerke, 
2006). Pflanzen sind ständig einer großen Zahl von Mikroorganismen ausgesetzt. Die meis-
ten davon sind allerdings keine Phytopathogene, sondern gehen mutualistische oder 
kommensalistische Interaktionen mit der Pflanze ein (Danhorn und Fuqua, 2007). Die ver-
hältnismäßig kleine Zahl spezialisierter Pathogene, welche einer Pflanze erheblichen Scha-
den zufügen bzw. diese vollständig abtöten können, besteht u.a. aus Bakterien, Pilzen,  
Oomyceten und Viren. Weiterhin können z.B. Nematoden, Milben und Insekten durch Fraß 
Schadsymptome verursachen (Jones und Dangl, 2006). Unter den potentiell pathogenen 
Mikroorganismen ist wiederum nur eine kleine Zahl spezialisierter Pathogene in der Lage, 
eine bestimmte Pflanzenart erfolgreich zu infizieren bzw. schädliche Symptome zu verursa-
chen (Jones und Dangl, 2006). Neben physikalischen Barrieren wie Kutikula und Zellwand 
sind konstitutiv exprimierte, antimikrobielle Metabolite sowie induzierte Abwehrreaktionen der 
Pflanze für diese Resistenz verantwortlich (Garcia-Brugger et al., 2006). Zu diesen Abwehr-
reaktionen gehören z.B. die Verstärkung der Zellwand, die Bildung von Phytoalexinen und 
die Expression von PR (pathogenesis-related)-Genen (Heath, 2000; Jones und Dangl, 2006; 
Garcia-Brugger et al., 2006). 
3.2. Das pflanzliche Immunsystem 
Der Ausgang einer Pflanze-Pathogen-Interaktion, d.h. Resistenz oder Krankheit, ist abhängig 
von den Komponenten des nativen pflanzlichen Immunsystems und den Virulenzstrategien 
des Pathogens. Ist das Pathogen gut an das Immunsystem der Pflanze angepasst, kommt 
es zur Ausbildung der Krankheit. Verfügt die Pflanze aber über die passenden Abwehrme-
chanismen, so liegt Resistenz vor. Folglich kann die Interaktion zwischen Pflanze und Pa-
thogen als evolutionärer Prozess angesehen werden, bei dem ständiger Selektionsdruck die 
Virulenz- bzw. Resistenzstrategien beeinflusst. Das aktuell am häufigsten verwendete Mo-
dell, um diese Situation zu beschreiben, geht von vier Stufen der Pflan-






Abbildung 1: Stufen-Modell der Pflanze-Pathogen-Interaktion 
Während der MTI werden MAMPs (Rauten) durch pflanzliche PRRs erkannt (rote Rauten). Dies führt 
zu einer Abwehrreaktion. Spezialisierte Pathogene injizieren Effektoren in die pflanzlichen Zellen, um 
die MTI zu unterdrücken (ETS). Wird ein Effektor (roter Kreis) durch ein R-Protein erkannt, führt dies 
zur ETI (meist in Verbindung mit HR). Selektionsdruck kann dazu führen, dass erkannte Effektoren 
aus dem Effektor-Repertoire des Pathogens deletiert werden und evtl. neue Effektoren entstehen, z.B. 
durch horizontalen Gentransfer (blaue Kreise). Dies kann wiederum zur ETS führen. Neue oder modi-
fizierte pflanzliche R-Gene können zur Erkennung der neuen Effektoren und zur erneuten ETI führen. 
Modifiziert nach Jones & Dangl (2006) 
 
Die erste Stufe wird dabei als MTI (MAMP-triggered immunity) bezeichnet. Hierbei werden 
sogenannte PAMPs (pathogen-associated molecular pattern) bzw. MAMPs 
(microbe-associated molecular pattern) mittels spezieller Rezeptoren (PRRs, pattern recog-
nition receptor) erkannt und eine Resistenzreaktion ausgelöst, die das Pathogenwachstum 
inhibieren kann (Jones und Dangl, 2006). Spezialisierte Pathogene können diese Resistenz-
reaktion mittels eigener Virulenzfaktoren (Effektoren) inhibieren, wodurch es zur Ausbildung 
der Krankheit kommt. Diese Stufe wird als ETS (effector-triggered susceptibility) bezeichnet 
(Jones und Dangl, 2006). Resistente Pflanzen haben im Laufe der Evolution sogenannte 
Resistenz (R)-Proteine entwickelt, die wiederum in der Lage sind, spezifisch einen Effektor 
auf direktem oder indirektem Weg zu erkennen. Diese Proteine lösen eine Resistenzreaktion 
aus, die in der Regel stärker ausgeprägt ist als während der MTI und zumeist von lokalem 
Zelltod (Hypersensitive Reaktion, HR) begleitet wird. Man spricht hier von ETI (effec-
tor-triggered immunity, Jones und Dangl, 2006). Pathogene können sich an diese Reaktion 
wiederum anpassen, indem sie den entsprechenden Effektor aus ihrem Repertoire deletieren 

































eine ETI unterdrücken. Auf der anderen Seite können die Pflanzen im Laufe der Evolution 
ebenfalls neue R-Gene entwickeln (Jones und Dangl, 2006). Im Folgenden werden die ein-
zelnen Phasen dieser Interaktion und ihre Komponenten näher vorgestellt. 
 
MTI 
Bei den während der MTI erkannten MAMPs handelt es sich in der Regel um hoch konser-
vierte molekulare Muster, die sich sowohl in pathogenen als auch in nicht pathogenen Mikro-
organismen finden. Diese Muster sind normalerweise besonders stabil vererbt und unterlie-
gen kaum evolutionären Veränderungen. Dadurch wird eine effektive und stabile Erkennung 
solcher MAMPs durch spezielle Transmembran-Rezeptoren (PRRs, s.o.) ermöglicht (Bent 
und Mackey, 2007). Beispiele für MAMPs und ihre Rezeptoren in Arabidopsis thaliana sind 
das bakterielle Flagellin und der Rezeptor FLS2, das ebenfalls bakterielle EF-Tu und der 
Rezeptor EFR1 sowie pilzliches Chitin und CERK1 (Zipfel et al., 2004; Zipfel et al., 2006; 
Miya et al., 2007; Wan et al., 2008). Für viele weitere MAMPs sind die entsprechenden Re-
zeptoren noch nicht identifiziert. Die bisher charakterisierten Rezeptoren bakterieller MAMPs 
gehören entweder zur Familie der RLKs (receptor-like kinases) oder RLPs (receptor-like pro-
teins, Segonzac und Zipfel, 2011). Die gut charakterisierten Rezeptoren FLS2 und EFR1 
sind LRR (leucin-rich repeat)-RLKs, die eine extrazelluläre Leucin-reiche Domäne und eine 
intrazelluläre Kinase-Domäne aufweisen (Nicaise et al., 2009). Das Arabidopsis-Genom ent-
hält mehr als 600 RLK-Gene, von denen ein Teil potentiell PRRs mit einer Funktion in der 
MTI darstellen könnte (Shiu, 2004; Jones und Dangl, 2006).  
 
Nach der spezifischen Erkennung eines MAMPs durch einen PRR erfolgt u.a. die Aktivierung 
von MAP (mitogen-activated protein)-Kinase-Kaskaden, die Depolarisation der Membran, 
Ca2+-Influx, Aktivierung von NADPH-Oxidasen zur Produktion von ROS (reaktive Sauerstoff-
spezies) und die Expression von Genen der Pathogenantwort (Nicaise et al., 2009; Boller 
und Felix, 2009). Zusammen bewirken diese Reaktionen eine häufig als basale Resistenz 
bezeichnete Abwehr, die das Wachstum nicht spezialisierter Pathogene verhindern kann. 
Diese Resistenzreaktion ist im Vergleich zur ETI langsamer und schwächer ausgeprägt (Jo-
nes und Dangl, 2006).  
 
Die Erkennung verschiedener MAMPs durch unterschiedliche PRRs führt zu ähnlichen Re-
aktionen auf transkriptioneller Ebene. So ist z.B. die transkriptionelle Reprogrammierung in 
A. thaliana nach flg22-Applikation (biologisch aktives Peptid aus Flagellin) der Reaktion auf 
elf26-Applikation (Peptid aus EF-Tu) sehr ähnlich (Zipfel et al., 2006). Auch weitere MAMPs, 





dass die unterschiedlichen Eingangssignale während der MTI früh in einen gemeinsamen 
Signalweg eingespeist werden (Boller und Felix, 2009).  
 
Die Bedeutung der MAMP-Erkennung für die MTI wird anhand der Tatsache deutlich, dass 
beispielsweise fls2-Mutanten eine erhöhte Empfindlichkeit gegenüber Sprühinfektionen mit 
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pto DC3000) aufweisen (Zipfel et al., 2004). Es 
wird dennoch davon ausgegangen, dass der Verlust eines einzelnen Rezeptors in der Regel 
nicht zu einer signifikant reduzierten Konkurrenzfähigkeit einer Pflanze führt. Dies ist dadurch 
begründet, dass z.B. die Erkennung bakterieller Pathogene über verschiedene MAMPs er-
folgen kann (Flagellin, EF-Tu, Peptidoglykan, etc.), die Erkennung also redundant ist. Patho-
gene haben verschiedene Effektoren entwickelt, die diese Erkennung blockieren können. Die 
Redundanz des Systems ist daher umso wichtiger (Boller und Felix, 2009). 
 
ETS 
Wie bereits erläutert, führt die MTI zu einer Resistenz gegen die meisten Pathogene. An eine 
bestimmte Pflanzenspezies angepasste Pathogene können diese Resistenz aber mittels 
spezieller Effektoren (Virulenzfaktoren) abschwächen oder blockieren. Die Effektoren können 
dabei z.B. das Wachstum des Pathogens begünstigen, indem sie den Nährstoffausfluss aus 
der pflanzlichen Zelle beeinflussen oder als strukturelle Komponenten in der Infektionsstruk-
tur (z.B. in der extrahaustorialen Matrix) dienen. Eine direkte Unterdrückung von Komponen-
ten der MTI oder ETI in der pflanzlichen Zelle ist sehr häufig (Jones und Dangl, 2006). Bakte-
rielle Pathogene injizieren ihre Effektoren über ein Typ-III-Sekretionssytem in das pflanzliche 
Zytoplasma (Boller und Felix, 2009). Beispielsweise blockiert der Effektor HopAI1 aus  
P. syringae die flg22-induzierte Callose-Akkumulation, indem er die Phosphorylierung von 
MAP-Kinasen blockiert (Zhang et al., 2007a). Ein weiterer Effektor aus P. syringae, HopF2, 
interagiert mit RIN4 (RPM1-interacting protein), einem negativen Regulator der MTI in Arabi-
dopsis. Diese Interaktion führt zu verbessertem Wachstum des Pathogens in der Pflanze 
(Wilton et al., 2010). Weitere Arbeiten legen nahe, dass HopF2 neben RIN4 auch zusätzliche 
Wirtsproteine, die in MTI und ETI involviert sind, beeinträchtigt (Wang et al., 2010; Wu et al., 
2011). Führt die Wirkung eines Effektors zu einer kritischen Abschwächung der MTI bzw. 
ETI, so sind die Abwehrreaktionen der Pflanze nicht mehr stark genug, um das Pathogen-




Im Laufe der Evolution haben Pflanzen sog. R-Gene bzw. R-Proteine erworben, die eine 





kannten Effektoren werden als Avirulenzfaktoren bezeichnet (Jones und Dangl, 2006). Die 
Mehrzahl der bisher beschriebenen R-Proteine besitzt eine NB (nucleotide binding)- sowie 
eine LRR (leucine-rich repeat)-Domäne und wird daher als NB-LRR-Proteine bezeichnet. Die 
meisten der NB-LRR-Proteine tragen am N-Terminus eine TIR-Domäne, die Homologie zum 
Toll-Interleukin-1-Rezeptor aufweist. Diese werden daher der TIR-NB-LRR-Klasse zugeord-
net. TIR-NB-LRR-Proteine weisen große Ähnlichkeit zu Toll-Rezeptoren aus Drosophila und 
Toll-like-Rezeptoren aus Säugetieren auf (Caplan et al., 2008). Da die meisten 
NB-LRR-Proteine keine Signal-Peptide enthalten, wurde lange davon ausgegangen, dass sie 
ausschließlich im Zytoplasma lokalisiert sind. Lokalisierungsstudien konnten allerdings für 
einige Beispiele das Auftreten in diversen Zellkompartimenten, z.B. im Nukleus, zeigen. Ein 
möglicher Grund hierfür ist, dass auch die Avirulenzfaktoren bzw. deren Zielproteine an ver-
schiedensten Stellen lokalisiert sind (Rafiqi et al., 2009). Wie bereits erwähnt, können die 
NB-LRR-Proteine die Avirulenzfaktoren entweder direkt oder indirekt erkennen. Klassische 
Beispiele für direkte Interaktion zwischen R-Protein und Avirulenzfaktor stammen aus Flachs 
(Linum usitatissimum). Hier konnten u.a. mittels Yeast Two-Hybrid direkte Interaktionen zwi-
schen R-Proteinen und Avirulenzfaktoren aus einem Rostpilz (Melampsora lini) gezeigt wer-
den (Ellis et al., 2007). Diese Interaktionen sind damit Beispiele für die schon 1947 von Flor 
postulierte Gen-für-Gen-Hypothese, die besagt, dass für jedes Avirulenzgen eines Patho-
gens ein R-Gen der Pflanze existiert. Die Interaktion zwischen beiden führt zu einer soge-
nannten inkompatiblen Interaktion, d.h. zur Resistenz der Pflanze. Ist eine der beiden Kom-
ponenten nicht vorhanden, führt dies zur Ausbildung der Krankheit (kompatible Interaktion, 
Flor, 1947). Dieses noch heute aktuelle Konzept ist in das Modell der ETI integriert und um 
die indirekte Erkennung von Avirulenzfaktoren durch R-Proteine erweitert worden. Die indi-
rekte Erkennung ist in der sog. Guard-Hypothese berücksichtigt, welche besagt, dass 
R-Proteine wichtige Wirtsfaktoren überwachen und die Modifikation dieser Wirtsfaktoren 
durch Avirulenzfaktoren detektieren (van der Biezen und Jones, 1998; Dangl und Jones, 
2001). Eine Erweiterung dieser Hypothese ist das Decoy-Modell, welches besagt, dass 
Wirtsproteine z.B. nach Genduplikation nur noch als „Köder“ (decoy) dienen, um mit Effekto-
ren (Avirulenzfaktoren) zu interagieren. Diese Interaktion unterliegt dann nur hinsichtlich der 
eigentlichen Interaktion und Erkennung der Effektor-vermittelten Modifikation des 
Decoy-Proteins einem Selektionsdruck. Die Erhaltung der Funktion des Wirtsproteins hat 
ursprünglich einem gegenläufigen Selektionsdruck unterlegen und spielt nun keine Rolle 
mehr (van der Hoorn und Kamoun, 2008). Ein Beispiel für die indirekte Erkennung eines Avi-
rulenzfaktors, welches das Decoy-Modell stützt, ist AvrPphB aus P. syringae (Block und 
Alfano, 2011). Die Cystein-Protease AvrPphB kann die PBS1 (AvrPphB susceptible 1)-Kina-
se spalten, was wiederum durch das R-Protein RPS5 aus Arabidopsis detektiert wird (Ade et 





gae (Warren et al., 1999). Dies unterstützt die Annahme, dass es sich bei PBS1 um ein 
Decoy-Protein handelt. Auch die Tatsache, dass PBS1 ähnliche Kinasen in Arabidopsis 
ebenfalls Ziele von AvrPphB sind und zum Teil eine Rolle in der MTI spielen, unterstützt das 
Decoy-Modell (Block und Alfano, 2011).  
 
Nach direkter oder indirekter Erkennung eines Avirulenzfaktors durch ein R-Protein wird eine 
Resistenzreaktion ausgelöst, die deutlich stärker und langanhaltender ist als die MTI (Tsuda 
und Katagiri, 2010). Viele Aspekte von MTI und ETI ähneln sich dennoch. So gibt es bei-
spielsweise Überlappungen zwischen den in der MTI und den in der ETI induzierten Genen 
(Navarro et al., 2004). Auch die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS, „oxidative 
burst“) findet in MTI und ETI statt. Im Gegensatz zur MTI, in der ein kurzer, transienter An-
stieg der ROS-Produktion unmittelbar nach der MAMP-Erkennung stattfindet, liegt in der ETI 
ein zweiphasiges ROS-Profil vor. Dabei folgt auf einen kurzen, transienten ROS-Anstieg eine 
Phase mit hoher, lang anhaltender ROS-Konzentration (Torres et al., 2006). Weiterhin wer-
den sowohl in der MTI also auch in der ETI MAP-Kinase-Kaskaden aktiviert. Die Kinaseakti-
vitäten halten während der ETI allerdings länger an (Tsuda und Katagiri, 2010). Ein Prozess 
der häufig und fast ausschließlich in der ETI auftritt, ist der induzierte, lokale Zelltod (HR) an 
der Infektionsstelle, der zur Resistenz führen kann (Tsuda und Katagiri, 2010; Coll et al., 
2011). 
 
Pathogene können der ETI entgehen, indem sie beispielsweise Effektoren in die Pflanzen-
zelle injizieren, welche die ETI direkt unterdrücken. Weiterhin kann der Selektionsdruck 
durch die R-Protein-vermittelte direkte Erkennung eines Avirulenzfaktors zur Selektion von 
funktionellen Effektoren führen, welche nicht mehr erkannt werden. Avirulenzfaktoren, die 
nicht direkt erkannt werden, sondern ein durch ein R-Protein überwachtes Wirtsprotein modi-
fizieren, müssen ihre Funktion verlieren bzw. aus dem Effektor-Repertoire deletiert werden. 
Das Fehlen des Effektors kann dabei wiederum zu reduzierter Virulenz des Pathogens füh-
ren (Jones und Dangl, 2006). 
3.3. Transkriptionelle Netzwerke in der Pathogenantwort 
Ein sehr interessantes Forschungsfeld ist die massive transkriptionelle Reprogrammierung, 
die während der MTI oder ETI auftritt (3.2). Hierfür wird eine Vielzahl von Transkriptionsfak-
toren (TF) benötigt, deren Aktivität abhängig von der benötigten Abwehrreaktion reguliert 
werden muss. Eine wichtige Rolle in dieser Regulation spielen die pflanzlichen Hormone 





Reaktion auf eine Pathogeninfektion zu gewährleisten, sind viele Transkriptionsfaktoren bzw. 
Koregulatoren permanent exprimiert und werden z.B. erst durch die Auslösung von MTI oder 
ETI aktiviert (Moore et al., 2011).  
 
Mechanismen zur Aktivierung der Regulatoren können dabei z.B. Ca2+- oder Re-
dox-abhängige Aktivierung sowie Phosphorylierungen sein. Weiterhin können auch Mecha-
nismen wie die kontinuierliche Degradierung im Proteasom oder die Bindung von Represso-
ren an einen TF dafür sorgen, dass dieser inaktiv bleibt solange keine Pathogeninfektion 
vorliegt (Moore et al., 2011). Ein Beispiel dafür ist das durch SA-Akkumulation aktivierte Pro-
tein NPR1 (nonexpresser of PR genes 1). Dieses liegt in seiner inaktiven Form im Zytosol als 
Oligomer vor (Mou et al., 2003). Durch Pathogeninfektion ausgelöste Änderungen des Re-
dox-Status in der Zelle führen zur Reduktion von Disulfid-Bindungen und damit zur Dissozia-
tion des NPR1-Oligomers (Tada et al., 2008). Die freien Monomere translozieren in den Nuk-
leus und sind dort u.a. an der Regulation der PR1-Genexpression beteiligt, indem sie mit 
TGA-Transkriptionsfaktoren interagieren (Zhang et al., 1999). Ein weiteres Beispiel ist der 
transkriptionelle Aktivator MYC2, der durch JA induziert wird. MYC2 wird durch Proteine aus 
der JAZ (Jasmonate ZIM-domain) –Familie gebunden und dadurch inaktiviert. Durch Akku-
mulation von Jasmonaten, z.B. nach Pathogeninfektion, wird eine Ubiquitin-Ligase aktiviert 
(Skp1-Cullin1-FboxCOI1, SCFCOI1), welche die JAZ-Proteine zum Abbau im Proteasom mar-
kiert und damit die Aktivierungsdomäne von MYC2 freilegt. MYC2 kann dann die Expression 
von JA-responsiven Genen aktivieren (Acosta und Farmer, 2010).  
 
Um eine physiologische Antwort auslösen zu können, müssen die Transkriptionsfaktoren in 
einem umfassenden transkriptionellen Netzwerk zusammen wirken, in welchem sich ver-
schiedene Regulatoren gegenseitig beeinflussen (Moore et al., 2011). Dies wird u.a. durch 
Kaskaden erreicht, in denen die primären TF Zielgene aktivieren, die wiederum z.T. für TF 
codieren und weitere Zielgene aktivieren. Die Aktivität der primären TF wird dabei z.B. durch 
negative Feedback-Regulation weiter moduliert (Moore et al., 2011). Ein Beispiel hierfür ist 
MYC2, welches nach Derepression durch den SCFCOI-vermittelten Abbau der JAZ-Proteine 
(s.o.) aktiviert wird und dann unter anderem die Expression eben dieser JAZ-Proteine stimu-
liert (Chico et al., 2008). Dies kann zur pulsartigen Expression JA-induzierter Gene führen 
(Banerjee und Bose, 2011). Eine weitere Regulation kann durch gegenseitige Einflüsse an-
tagonistischer Netzwerke erfolgen. Ein Beispiel hierfür ist der Antagonismus zwischen JA- 
und SA-vermittelter Genexpression, die sich zumeist gegenseitig reprimiert und so eine Mo-







Transkriptionsfaktoren, welche eine Rolle in der Pathogenantwort spielen, sind z.B. 
WRKY-Faktoren. Viele Mitglieder dieser TF-Familie sind positive oder negative Regulatoren 
der Pathogenantwort und werden durch Pathogeninfektion oder MAMP-Behandlung induziert 
(Eulgem, 2005; Pandey und Somssich, 2009). Autoregulation und negative sowie positive 
Feedback-Mechanismen tragen dabei zu einer schnellen Aktivierung bzw. einer stringenten 
Regulation bei (Eulgem, 2005). Ein Beispiel für einen in der Pathogenantwort involvierten 
WRKY-Faktor ist WRKY33. MPK4 (mitogen-activated protein kinase 4) bildet zusammen mit 
MKS (mitogen-activated protein kinase substrate) und WRKY33 einen Komplex im Zellkern. 
Nach flg22-Behandlung wird eine Signaltransduktionskaskade, in die MEKK1, MKK1/2 und 
MPK4 involviert sind, aktiviert (Suarez-Rodriguez et al., 2006; Gao et al., 2008; Kong et al., 
2012). Durch Phosphorylierung von MKS durch MPK4 wird der oben erwähnte Komplex auf-
gelöst und WRKY33 freigesetzt (Qiu et al., 2008). Dieser kann dann die Expression von 
PAD3 (phytoalexin deficient 3), einem Gen der Camalexin-Synthese, stimulieren. Weitere 
Transkriptionsfaktor-Familien mit in der Pathogenantwort involvierten Mitgliedern sind z.B. 
ERF, Myb, TGA, und bZIP (Eulgem, 2005). 
 
Zusätzlich zur sehr komplexen Regulation der Aktivitäten verschiedener TF ist natürlich auch 
das Auftreten von Transkriptionsfaktorbindungsstellen (TFBS) in den Promotoren der zu re-
gulierenden Gene wichtig. Dies ist eine Grundvoraussetzung dafür, dass viele Gene gleich-
zeitig durch einen Stimulus aktiviert werden können. Ein Promotor enthält dabei in der Regel 
verschiedene cis-Elemente bzw. TFBS, die in ihrer Gesamtheit zur spezifischen Regulation 
der Genexpression beitragen. Anhand einiger Beispiele konnte der Einfluss von Kopienzahl, 
Lokalisierung und Kombination verschiedener cis-Elemente auf die Expression von Genen 
gezeigt werden (Rushton et al., 2002; Narusaka et al., 2003; Mehrotra et al., 2005; Mikkelsen 
und Thomashow, 2009; Zou et al., 2011). Die an der Regulation beteiligten TF sind in vielen 
Fällen noch unbekannt. Dies spiegelt sich in der Tatsache wieder, dass für viele TF bzw. 
TF-Familien noch keine Bindungsstellen bekannt sind (Bülow et al., 2010). Die Identifikation 
und Analyse neuer cis-Elemente ist Gegenstand aktueller Forschung und kann dazu beitra-
gen neben neuen cis-Elementen auch neue transkriptionelle Regulatoren zu identifizieren 
oder bisher unbekannte Bindungsspezifitäten zu beschreiben.  
3.4. Bioinformatische und experimentelle Analysen können zur 
Identifizierung neuer cis-Elemente führen 
Eine Möglichkeit, die zur Verfügung stehenden Daten über cis-Elemente zu erweitern, sind 





um neue cis-Elemente in Promotoren von Genen zu identifizieren, die während der Pathoge-
nantwort koreguliert werden (Koschmann et al., 2012). Ziel war es cis-Elemente zu identifi-
zieren, die durch ein möglichst breites Spektrum von Pathogenen bzw. MAMPs induziert 
werden und diese anschließend experimentell zu validieren. Der Schwerpunkt lag dabei auf 
pilzlichen Pathogenen bzw. Stimuli. Die in der entsprechenden Arbeit verfolgte Strategie ba-
siert auf Microarray-Daten aus A. thaliana, die in der Datenbank PathoPlant® (Bülow et al., 
2007) annotiert sind. Abbildung 2 a fasst die Vorgehensweise und die wichtigsten Ergebnis-
se zusammen. Datenbankabfragen mit Kombinationen aus bis zu fünf verschiedenen Stimuli 
führten zur Identifikation von 510 Gruppen koregulierter Gene. Die Gene einer koregulierten 
Gruppe sind dabei von allen für die jeweilige Abfrage genutzten Stimuli mindestens um den 
Faktor zwei induziert. Die Promotoren (1.000 bp vor dem Transkriptionsstart) einer koregu-
lierten Gengruppe wurden mittels spezieller Software auf konservierte cis-Sequenzen unter-
sucht (Koschmann et al., 2012). Die Grundannahme dabei ist, dass die koregulierten Gene 
zum großen Teil durch die gleichen TF reguliert werden und daher auch ähnliche 
cis-Sequenzen tragen sollten. Das Softwarepaket BEST (binding site estimation suite of 
tools, Che et al., 2005) wurde verwendet, um solche cis-Elemente zu identifizieren. BEST 
kombiniert dabei die Tools MEME, AligneACE, CONSENSUS und BioProspector (Bailey und 
Elkan, 1995; Roth et al., 1998; Hertz und Stormo, 1999; Liu et al., 2001). Diese können je-
weils eigenständig konservierte cis-Sequenzen identifizieren. BEST integriert und verfeinert 
die Ergebnisse dann mittels BioOptimizer (Jensen und Liu, 2004). Das geschilderte Vorge-
hen führte zur Identifikation von 407 Sequenzmotiven aus den oben genannten 510 koregu-
lierten Gengruppen. Diese Motive wurden mittels STAMP (Mahony und Benos, 2007) auf 
Grundlage ihrer Ähnlichkeit zueinander in 37 Motivgruppen eingeteilt und ein Stammbaum 
erstellt (Abbildung 2 b). Es wurde außerdem nach Ähnlichkeiten zwischen den identifizierten 
Motiven und bereits beschriebenen cis-Elementen bzw. TFBS gesucht. Zu diesem Zweck 
wurden mittels STAMP alle Motive innerhalb einer Motivgruppe zu einem sogenannten „fami-
ly binding profil“ (FBP) zusammengefasst und diese FBPs mit bekannten cis-Elementen ver-
glichen. Die meisten der 37 Motivgruppen zeigen keine Ähnlichkeiten zu bereits beschriebe-
nen Sequenzmotiven. Beispielsweise zeigen aber die Gruppen 1 und 7 Ähnlichkeit zur 
bZIP-TFBS und Gruppe 24 zu ERF-TFBS (Abbildung 2 b). Am interessantesten ist in diesem 
Zusammenhang Gruppe 27, die große Ähnlichkeit zu W-Box-Sequenzen, den TFBS für 
WRKY-Transkriptionsfaktoren, zeigt (Koschmann et al., 2012). Wie bereits erwähnt, spielen 
WRKY-Faktoren eine bedeutende Rolle in der Pathogenantwort und W-Boxen finden sich 
häufig in Promotoren Pathogen-responsiver Gene. Die Identifikation von W-Boxen mittels der 
bei Koschmann et al. (2012) angewendeten Analysen belegt daher die Funktionalität des 







Abbildung 2: Vorgehensweise und Ergebnisse der bioinformatischen Analysen zur Identifizie-
rung Pathogen-responsiver cis-Elemente 
a) Ablaufschema der bioinformatischen Analysen. Gezeigt sind die einzelnen Arbeitsschritte sowie 
eine Zusammenfassung der Ergebnisse. b) Gruppierung der identifizierten Motive in 37 Gruppen ba-
sierend auf ihrer Ähnlichkeit zueinander. Die Zahl der Motive pro Gruppe ist in Klammern angegeben. 
Ähnlichkeiten zu bekannten cis-Elementen bzw. TFBS sind neben den jeweiligen Gruppen angegeben 
(z.B. ERF). Abbildungen modifiziert nach Koschmann et al. (2012). 
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Experimentelle Analysen synthetischer Promotoren, die aus Tetrameren einzelner 
cis-Sequenzen bestehen, zeigten, dass viele der bioinformatisch identifizierten Sequenzen in 
Petersilie-Protoplasten tatsächlich Induktion durch das MAMP Pep25 aus Phytophthora 
sojae vermitteln. Insgesamt sind 25 von 76 untersuchten Sequenzen Pep25-responsiv. Die-
se stammen aus zehn verschiedenen Motivgruppen (Koschmann et al., 2012). 
3.5. Ein neues cis-Element in Motivgruppe 27? 
Die bereits zuvor erwähnte Motivgruppe 27 beinhaltet 26 verschiedene Sequenzmotive. Das 
FBP dieser Gruppe (Abbildung 3) weist große Ähnlichkeit zur W-Box Konsensussequenz 




Abbildung 3: FBP der Motivgruppe 27 
Sequenzlogo aus allen in Gruppe 27 enthaltenen Motiven. Übernommen 
aus Koschmann et al. (2012) 
 
Von acht untersuchten Einzelsequenzen aus Motivgruppe 27 sind in den oben erläuterten 
Analysen sieben als Pep25-responsiv identifiziert worden (Abbildung 4, R. Hehl, pers. Mittei-
lung und Koschmann et al., 2012). Dies ist vor dem Hintergrund, dass die Motivgruppe 
W-Box-ähnlich ist nicht überraschend, da W-Boxen häufig mit Pathogen-Responsivität asso-
ziiert sind (s.o.). Ein Alignment der responsiven Sequenzen führt aber zu einem interessan-
ten Ergebnis: Alle enthalten einen hoch konservierten Kernbereich mit der Sequenz 
(G/T)ACTTT(T/C), wobei die Variante GACTTTT in fünf der sieben Sequenzen auftritt 
(Abbildung 4 b). In nur zwei der Sequenzen (21 und 22) existieren zwei Thymin-Nukleotide 
vor dieser Kernsequenz, wodurch eine W-Box-Sequenz TTGACT entsteht. Die übrigen Se-
quenzen tragen in dieser Region keine W-Boxen (Abbildung 4 b). Diese Beobachtungen 
führten zu der Hypothese, dass Motivgruppe 27 möglicherweise ein neues cis-Element 







Abbildung 4: Pep25-Responsivität der Motivgruppe 27 
a) GUS-Aktivität in den mit entsprechenden Promotor-Reportergenkonstrukten transfizierten Petersi-
lie-Protoplasten mit bzw. ohne Pep25-Behandlung (+/- Pep25). NK: Negativ-Kontrolle, PK: Positiv-
Kontrolle. b) Monomer-Sequenzen der potentiellen cis-Elemente 18-24. Die potentielle Kernsequenz 
der Gruppe 27 ist eingerahmt. W-Boxen sind unterstrichen. Nach Koschmann et al. (2012) 
3.6. Ziele dieser Arbeit 
Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Hypothese, dass es sich bei der Kernsequenz der 
Pep25-responsiven Sequenzen aus Gruppe 27 um ein neues funktionelles cis-Element han-
delt, zu überprüfen und ggf. zu untersuchen, welche Transkriptionsfaktoren die cis-Sequenz 
binden. Um diese Fragestellung zu bearbeiten, wurden zwei cis-Sequenzen aus Motivgruppe 
27 analysiert. Dabei handelt es sich um die Sequenzen 30I-8_M1S1 (20) und 27D-10_M1S2 
(23) mit einer GACTTTT- bzw. TACTTTT-Kernsequenz (Abbildung 4 b). Die übrigen Se-
quenzen wurden aus den Analysen zunächst ausgeschlossen, da sie entweder nur schwa-
che Pep25-Responsivität vermitteln (Sequenzen 18 und 19) oder eine bzw. mehrere 
W-Boxen oder W-Box ähnliche Sequenzen tragen (Sequenzen 21, 22 und 24). Es wurden 
Sequenzen ohne W-Box ausgewählt, da der Einfluss der potentiellen Gruppe 


























18        CTTCCCGATCA GACTTTT CTACGCAAGAGAAATTA
19             CGATCA GACTTTT CTACGCAAGAGAA
20          ACAACAGAC GACTTTT CATAATTCA
21          TTTATGTTT GACTTTT GTCATATAG
22     GAGAGAGATAGTTT GACTTTT TGACTGAAGAACGA
23          CTCAAAGAA TACTTTT CAAAGTGAACA







von W-Boxen, welche durch die, der Kernsequenz benachbarten, Nukleotide entstehen, war 
daher ein Ausschlusskriterium. 
 
Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführte Analyse der beiden ausgewählten Sequenzen 
30I-8_M1S1 und 27D-10_M1S2 führte zu interessanten Ergebnissen. Es konnte der Einfluss 
der potentiellen Kernsequenz auf die Pep25-Responsivität in Petersilie-Protoplasten ermittelt 
und darüber hinaus gezeigt werden, dass die Sequenzen im homologen System A. thaliana 
eine Pathogen-Responsivität vermitteln. Weiterhin ist die Identifikation eines TF gelungen, 
der die Pep25- bzw. Pathogen-Responsivität vermittelt. 
 




4. Material und Methoden 
4.1. Chemikalien & Enzyme 
Standard-Chemikalien wurden in der Regel von den Firmen Applichem (Darmstadt, Deutsch-
land), Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) oder Sigma-Aldrich (München, Deutschland) be-
zogen. Bei weniger gebräuchlichen Chemikalien wird der Hersteller bzw. die Bezugsquelle 
angegeben. PEG-4000 für die Transfektion von Arabidopsis-Protoplasten wurde ausschließ-
lich bei Sigma-Aldrich (München, Deutschland) bestellt (Bestnr. 81242), da dieses kritisch für 
hohe Transfektionseffizienzen ist (Yoo et al., 2007). 
 
Restriktionsenzyme sowie häufig verwendete DNA-modifizierende Enzyme (Phosphatase, 
T4-Ligase etc.) wurden von Thermo Fisher Scientific (Rockford, IL, USA, ehemals 
Fermentas) bezogen. Enzyme für speziellere Anwendungen sind jeweils mit ihrer Bezugs-
quelle angegeben. 
4.2. Lösungen  
Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Lösungen mit dH2O angesetzt. Mit Ausnahme 




10 mM  TRIS aus 1 M Stammlösung, pH 8 
1 mM  EDTA aus 0,5 M Stammlösung, pH 8 
 
LTE 
10 mM  TRIS aus 1 M Stammlösung, pH 7,5 
0,1 mM  EDTA aus 0,5 M Stammlösung, pH 8 
  






2 M  TRIS 
1 M  Essigsäure 
0,05 M  EDTA aus 0,5 M Stammlösung, pH 8 
 
10x DNA-Ladepuffer 
0,25 % (w/v)  Bromphenolblau 
0,25 % (w/v)  Xylen-Cyanol 
25 % (v/v)  Ficoll-400 
4.2.2 Antibiotika- und Herbizid-Lösungen 
Carbenicillin-Stammlösung 
100 mg/ml Carbenicillin-Dinatriumsalz 
 
in dH20 lösen, bei -20 °C lagern 
Arbeitskonzentration zur Selektion von Bakterien: 50-100 mg/l 
 
Kanamycin-Stammlösung 
100 mg/ml Kanamycinsulfat 
 
in dH20 lösen, bei -20 °C lagern 
Arbeitskonzentration zur Selektion von Bakterien: 50 mg/l 
 
Phosphinotricin-Stammlösung 
15 mg/ml DL-Phosphinotricin 
 
in dH20 lösen, bei -20 °C lagern 
Arbeitskonzentration zur Selektion von A. thaliana auf ½ MS-Medium: 30 mg/l 
  





50 mg/ml Rifampicin 
 
in DMSO lösen, bei -20 °C lagern 
Arbeitskonzentration zur Selektion von Bakterien: 50 mg/l 
4.2.3 Isolation und Transfektion von Petersilie-Protoplasten  
Enzym-Lösung 
0,5 % (w/v)  Cellulase Onozukara R-10 (Duchefa, Haarlem, Niederlande) 
1,08 % (w/v)  Macerozym R-10 (Duchefa, Haarlem, Niederlande) 
0,24 M  CaCl2 
 
frisch ansetzen, 2 h rühren und dann sterilfiltrieren 
 
CaCl2-Lösung 




P5-Medium (1 l) 




10 ml  2,4-Dichlorphenoxyessigsäure aus 0,01% (w/v) Stammlösung 
96,9 g  Saccharose 
 
pH 5,7 mit 1 M KOH einstellen, autoklavieren, dunkel lagern 
 
PEG-Lösung 
25 % (w/v)  PEG 6000  
100 mM  Ca(NO3)2 
45 mM  Mannitol 
 
pH 9,0 mit verdünnter KOH einstellen, sterilfiltrieren, in Aliquots bei -20 °C lagern 
 





0,275 M  Ca(NO3)2 
2 mM  MES aus 100 mM Stammlösung 
 
pH 6,0 mit KOH einstellen, autoklavieren 
 
Pep25-Lösung 
100 μg/ml  Pep25-Peptid  
 
bei -20 °C lagern 
4.2.4 Isolation und Transfektion von Arabidopsis-Protoplasten  
Enzymlösung 
1 % (w/v)   Cellulase Onozukara R-10 (Duchefa, Haarlem, Niederlande) 
0,25 % (w/v) Macerozym R-10 (Duchefa, Haarlem, Niederlande) 
20 mM   KCl aus 1 M Stammlösung (sterilfiltriert) 
20 mM   MES, pH5,7 aus 0,2 M Stammlösung (sterilfiltriert) 
 
frisch ansetzen, Enzyme einwiegen und 10 min bei 55°C lösen  
auf Raumtemperatur abkühlen und Zugabe von  
 
10 mM  CaCl2 aus 1 M Stammlösung (sterilfiltriert) 
0,1 %  BSA aus 10 % Stammlösung (sterilfiltriert) 
 
vor Verwendung durch einen Spritzenfilter mit 0,45 μm Porenweite filtrieren 
 
W5 
154 mM  NaCl aus 1 M Stammlösung (sterilfiltriert) 
125 mM  CaCl2 aus 1 M Stammlösung (sterilfiltriert) 
5 mM  KCl aus 2 M Stammlösung (sterilfiltriert) 









0,4 M  Mannitol aus 1 M Stammlösung (sterilfiltriert) 
15 mM  MgCl2 aus 2 M Stammlösung (sterilfiltriert) 
4 mM  MES, pH5,7 aus 0,2 M Stammlösung (sterilfiltriert) 
 
bei Raumtemperatur lagern 
 
30% PEG-Lösung 
30 % (w/v)  PEG 4000 (Sigma-Aldrich, München, Deutschland) 
0,1 M  CaCl2 aus 1 M Stammlösung (sterilfiltriert) 
0,2 M  Mannitol aus 0,8 M Stammlösung (sterilfiltriert) 
 
frisch ansetzen und maximal drei Tage bei Raumtemperatur aufbewahren 
 
B5-Medium (1 l) 




79,27 g  Glucose-Monohydrat 
30 g  Saccharose 
1000 µl  2,4-Dichlorphenoxyessigsäure aus 0,01% (w/v) Stammlösung 
150 µl  6-Benzylaminopurin aus 0,01% (w/v) Stammlösung 
 
pH 5.8 mit 1M KOH einstellen, sterilfiltrieren, bei -20°C lagern  
4.2.5 Sterilisation und Aussaat von Arabidopsis-Samen 
Sterilisierlösung 
3 % (v/v)  Natriumhypochlorit 
0,1 (v/v)  Triton-X-100 
 
in sterilem dH2O ansetzen, nicht autoklavieren, Lagerung bei 4 °C 
  




0,1 % Agaroselösung 
0,1 % (w/v)  Agarose 
 
in Leitungswasser ansetzen, autoklavieren 
4.2.6 Transformation von A. thaliana 
Inokulationsmedium 
5 % (w/v)  Saccharose 
0,05 % (v/v)  Silwet L-77 (Lehle Seeds, Round Rock, TX, USA) 
 
frisch ansetzen, nicht autoklavieren 
4.2.7 Transformation von Hefe-Zellen 
Lithiumacetat-Lösung 
1 M  Lithiumacetat 
 
frisch ansetzen, sterilfiltrieren 
 
50 % PEG 3350 





2 mg/ml  Lachssperma-DNA (Sigma-Aldrich, München, Deutschland) 
 
bei 4° C in TE lösen, aliquotieren, bei -20 °C lagern 
 
Zum Denaturieren 5 min in kochendem Wasser erhitzen, dann sofort in Eis-Wasser-Gemisch 
abkühlen und bis zur Verwendung darin lagern. 
  




4.2.8 Plasmidpräparation aus Hefe-Zellen 
Resuspendierungslösung 
10 mM  EDTA aus 0,5 M Stammlösung, pH 8 
50 mM  Glucose aus 1 M Stammlösung 
25 mM  TRIS aus 1 M Stammlösung, pH 8 
150 U/ml Lyticase (Sigma-Aldrich, München, Deutschland) 
 
aliquotieren und bei -20 °C lagern 
 
Denaturierungslösung 
0,2 M  NaOH 
1 % (w/v)  SDS 
 
Lagerung bei RT 
 
Neutralisierungslösung 
3 M  Kaliumacetat 
 
pH 4,8 mit Essigsäure einstellen 
4.2.9 Plasmid-Mini-Präparation aus E. coli  
Silica-Suspension 
10 % (w/v)  Siliciumdioxid (Sigma-Aldrich, München, Deutschland) 
 
In z.B. 50 ml dH2O einwiegen, 2h absetzen lassen, Überstand verwerfen, Pellet erneut in  
50 ml dH2O suspendieren und nochmals 2 h absetzen lassen. Überstand entfernen, Partikel 
zu ca. 100 mg/ml in dH20 suspendieren. 
 
Lagerung bei 4 °C, vor Benutzung gründlich resuspendieren 
  





50 mM  TRIS aus 1 M Stammlösung, pH7,5 
10 mM  EDTA 
100 mg/l  RNase A 
 
Lagerung bei 4 °C 
 
Lösung B 
0,2 M  NaOH 
0,1 % (w/v)  SDS 
 
Lagerung bei Raumtemperatur 
 
Lösung C 
1,32 M  Kaliumacetat 
 
pH 4,8 mit Essigsäure einstellen, Lagerung bei Raumtemperatur 
 
Lösung D 
6 M  NaI 
 
Lagerung bei 4 °C, dunkel 
 
Lösung E 
50 % (v/v)  Ethanol 
10 mM  TRIS aus 1 M Stammlösung pH 7,5 
100 mM  NaCl 
1 mM  EDTA 
 
Lagerung bei Raumtemperatur 
  




4.2.10 Proteinbestimmung nach Bradford 
Bradford-Arbeitslösung 
2 ml  5xRoti®-Quant Reagenz (Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland) 
5,5 ml  dH2O 
 
frisch ansetzen 
4.2.11 Aufreinigung His-getaggter Proteine 
NPI-10, NPI-20 etc. 
50 mM NaH2PO4 
300 mM NaCl 
10-500 mM* Imidazol 
 
pH 8,0 mit NaOH einstellen und sterilfiltrieren 
 
*je nach gewünschtem Puffer kann die Imidazol-Konzentration variiert werden. Z.B.  
10 mM Imidazol für NPI-10, 20 mM Imidazol für NPI-20 usw. 
4.2.12 SDS-PAGE 
5x SDS-Ladepuffer 
312,5 mM  TRIS HCl, pH 6,8 
3,5 % (w/v) SDS 
50 %  (v/v) Glycerin 
0,02 % (w/v) Bromphenolblau 
500 mM  ß-Mercaptoethanol  
 
ß-Mercaptoethanol frisch dazu geben, Lagerung bei 4 °C 
 
5x TRIS-Glycin-Puffer 
125 mM  TRIS 
192 mM  Glycin 
0,1 % (w/v)  SDS 
 
vor Gebrauch auf 1x Konzentration verdünnen 




Coomassie-Färbelösung (1 l) 
60-80 mg  Coomassie Brilliant Blue G-250 
 
in 1 l dH2O, 2-3 h bei Raumtemperatur rühren, dann 
 
3 ml  HCl (37 %)  
 
hinzufügen. Lagerung bei RT 
4.2.13 Western Blot 
10x PBST 
1,37 M  NaCl 
120 mM Na2HPO4 
27 mM KCl 
0,5 % (w/v) Tween-20 
 
pH 7,4 mit HCl einstellen, autoklavieren, vor Gebrauch verdünnen (1x) 
 
Transfer-Puffer 
25 mM  TRIS 
192 mM Glycin 
20 % (v/v) Methanol 
 
Blocking-Puffer 
5 % (w/v) Magermilchpulver 
 
in 1x PBST lösen 
 
Luminol-Stammlösung 
250 mM Luminol (Sigma-Aldrich, München, Deutschland) 
 
in DMSO lösen, lichtgeschützt bei 4 °C lagern 
  





90 mM 4-IPBA (4-Iodo-Phenylboronsäure, Sigma-Aldrich, München, Deutschland) 
 
in DMSO lösen, lichtgeschützt bei 4 °C lagern 
 
Entwicklerlösung 1 (100 ml) 
1 ml Luminol-Stammlösung 
4,4 ml 4-IPBA-Stammlösung 
10 ml 2 M TRIS, pH8,8 
 
ad 100 ml ddH20 
 
lichtgeschützt bei 4 °C in Plastikbehälter lagern 
 
Entwicklerlösung 2 (200 ml) 
25 mg Na4(PO4)x10H2O 
108 µl 30 % H2O2 
 
ad 100 ml ddH2O 
 
mit Phosphorsäure (85 %) ca. pH 4 einstellen  
bei 4 °C in Plastikbehälter lagern 
4.2.14 Gelshift-Assays 
10x Gelshift-Bindungspuffer 
100 mM  TRIS 
500 mM  KCl 
10 mM  Dithiothreitol (DTT) 
 
DTT frisch zugeben, pH 7,5 mit HCl einstellen 
  





450 mM  TRIS 
450 mM  Borsäure 
10 mM  EDTA 
 
pH 8,3 mit HCl einstellen 
4.2.15 Luciferase-Assays 
Luciferin-Stammlösung 
10 mM D-Luciferin 
25 mM Glycylglycin, pH7,8 
 
Lagerung bei -20 °C in kleinen Aliquots 
 
LUC-Extraktionspuffer 
0,1 M  NaH2PO4 , pH7,8 
1 mM  Dithiothreitol (DTT) aus 1 M Stammlösung (Lagerung bei -20 °C) 
 
DTT frisch dazu geben 
 
LUC-Reaktionspuffer 
15 mM  MgSO4 
25 mM  Glycylglycin, pH7,8 
 
Lagerung bei -20 °C 
Unmittelbar vor Verwendung Zugabe von: 
 
5 mM ATP, aus 100 mM Stammlösung (Lagerung bei -20 °C) 
 
LUC-Substratlösung 
0,2 mM Luciferin aus Stammlösung 
25 mM Glycylglycin, pH 7,8 
 
Unmittelbar vor Verwendung herstellen 
  






50 mM  NaPO4, pH 7 
10 mM  Na2EDTA 
0,1 % (v/v) Triton X-100 
0,1 % (v/v) N-Laurylsarcosin 
10 mM  ß-Mercaptoethanol  
 
ß-Mercaptoethanol frisch dazu geben, nicht autoklavieren, Lagerung bei 4 °C 
 
GUS-Reaktionspuffer 
GUS-Extraktionspuffer versetzt mit 





1 mM  X-GlcA (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Glucoronsäure) 
50 mM  NaPO4, pH7 





½ MS-Medium (1 l) 
2,45 g  Murashige & Skoog Medium (Duchefa, Haarlem, Niederlande) 
8 g  Agar 
 
pH 5,9-6 mit KOH einstellen, autoklavieren 





LB-Medium (1 l) 
10 g  Bacto-Trypton 
5 g  Hefe-Extrakt 
10 g  NaCl 




dYT-Medium (1 l) 
16 g  Bacto-Trypton 
10g  Hefe-Extrakt 
5 g  NaCl 




SOC-Medium (1 l) 
20 g  Bacto-Trypton 
5 g  Hefe-Extrakt 
584 mg  NaCl 
186 mg  KCl 
2,033 g  MgCl2*6(H2O) 
2,465 g  MgSO4*7(H2O) 
 
pH 6,8-7, mit dH2O auf 990 ml auffüllen, autoklavieren 
 
Zugabe von  
 
10 ml  2 M Glucose-Lösung (sterilfiltriert) 
 
aliquotieren, bei -20 °C lagern 
  




Kings Medium B (KB, 1l) 
20 g  Pepton 
1,5g  K2HPO4 
1,5 g  MgSO4*7(H2O) 
10 ml  Glycerin 
15 g  Agar (optional) 
 
autoklavieren 
4.3.3 Botrytis cinerea 
Sabouraud Maltose Broth (1 l) 
40 g  Maltose 
10 g  Pepton 
 
pH 5,6 einstellen, autoklavieren 
4.3.4 Petersilie-Zellkultur 
Fe-EDTA-Lösung (500 ml) 
FeSO4*7H2O 2.780 mg 
Na2EDTA  3.730 mg 
dH2O ad 500 ml 
 
Lagerung bei 4 °C 
 
2,4-D (2,4-Dichlorphenoxyessigsäure)-Lösung (500 ml) 
2,4-D 50 mg 
 
2,4-D in einem kleinen Volumen Ethanol anlösen, dann mit ddH2O auf 500 ml auffüllen. 
Lagerung bei 4 °C 
  




Spurenelemente (100 ml) 
H3BO3 300 mg 
MnSO4*H2O 1.120 mg 
ZnSO4*7H2O 300 mg 
Na2MoO4*2H20 25 mg 
CuSO4*5H2O 39 mg 
CoCl2*6H20 25 mg 
 
ad 100 ml ddH2O, sterilfiltrieren und in Aliquots lagern  
 
B5-Vitamine (500 ml) 
Myo-Inositol 5.000 mg 
Nikotinsäure 50 mg 
Pyridoxin-HCl 50 mg 
Thiamin-HCl 500 mg 
 
ad 500 ml ddH2O, sterilfiltrieren und in Aliquots bei -20 °C lagern 
 
HA-Medium (1 l) 
KNO3 20 ml aus 1,236 M Stammlösung 
CaCl2*2H2O 1,14 ml aus 0,582 M Stammlösung 
MgSO4*7H2O 2 ml aus 0,507 M Stammlösung 
(NH4)2SO4 2 ml aus 0,507 M Stammlösung 
NaH2PO4*H2O 2 ml aus 0,543 M Stammlösung 
KI 1 ml aus 2,25 mM Stammlösung 
Fe-EDTA 2,5 ml aus Fe-EDTA Lösung (s.o.) 
Spurenelemente 1 ml aus Stammlösung (s.o.) 
B5-Vitamine 10 ml aus Stammlösung (s.o.) 
2,4-D 10 ml aus Stammlösung (s.o.) 
Saccharose 20 g 
 
In ddH2O auf ca. 700 ml auffüllen, pH 5,5 mit KOH/HCl einstellen. Auf 1.000 ml mit ddH2O 
auffüllen. In 40 ml Portionen in 200 ml Erlenmeyer-Kolben autoklavieren (20 min, 121 °C). 
Sofort nach der Sterilisation aus dem Autoklaven nehmen, auf Raumtemperatur abkühlen 
und dunkel lagern. 
 




4.3.5 Saccharomyces cerevisiae 
YPAD-Medium (1 l) 
10 g  Hefeextrakt 
20 g  Pepton 
80 mg  L-Adenin-Hemisulfat 
18 g  Agar (optional) 
 
dH20 ad 950 ml 
 
autoklavieren, dann Zugabe von  
 
50 ml  40% Glucose-Lösung (sterilfiltriert) 
 
2x YPAD-Medium (1 l) 
20 g  Hefeextrakt 
40 g  Pepton 
80 mg  L-Adenin Hemisulfat 
18 g  Agar (optional) 
 
dH20 ad 900 ml 
 
autoklavieren, dann Zugabe von  
 
100 ml  40% Glucose-Lösung (sterilfiltriert) 
 
SD-Medium (1 l) 
6,7 g  Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids (BD, Franklin Lakes, USA) 
je 100 ml  10x Aminosäuren-Mix (bzw. Drop-Out-Mix zur Selektion) 
18 g  Agar (optional) 
 
dH20 ad 950 ml 
 
pH5,6 mit NaOH einstellen, autoklavieren, dann Zugabe von  
 
50 ml  40% Glucose-Lösung (sterilfiltriert) 
 




10x Aminosäuren-Mix (Drop-Out-Mix, 1 l) 
Zur Verwendung in Drop-Out-Medien zur Selektion von Plasmiden in Hefe, werden die ge-
wünschten Aminosäuren aus dem untenstehenden Mix weggelassen. 
 
200 mg L-Adenin Hemisulfat 
200 mg  L-Arginin-HCl  
200 mg  L-Histidin-HCl Monohydrat 
300 mg  L-Isoleucin  
1.000 mg  L-Leucin  
300 mg  L-Lysin-HCl  
200 mg  L-Methionin  
500 mg  L-Phenylalanin  
2.000 mg  L-Threonin  
200 mg  L-Tryptophan  
300 mg  L-Tyrosin  
200 mg  L-Uracil  
1.500 mg  L-Valin 
 
autoklavieren, Lagerung bei 4 °C 
4.4. Arabidopsis thaliana 
Für die vorliegende Arbeit wurde Arabidopsis thaliana (Ökotyp Col-0) verwendet. Die Samen 
lagen bereits im Labor vor (R. Hehl, pers. Mitteilung). 
4.5. Petersilie-Zellkultur 
Zur Isolation und Transfektion von Petersilie-Protoplasten (4.11.32) wurde die Kallus-Kultur 
Pc 5/3 von Petroselinum crispum verwendet (zur Verfügung gestellt von Imre Somssich, 
Max-Planck-Institut für Pflanzenzüchtungsforschung, Köln). Die Kultivierung der Flüssigkultur 
ist in Abschnitt 4.11.31 beschrieben. 
  




4.6. Bakterien-, Hefe- und Pilz-Stämme 
Agrobacterium tumefaciens 
Zu Transformationszwecken wurde der nicht onkogene A. tumefaciens-Stamm C58C1 ver-
wendet (Deblaere et al., 1985). Dieser trägt das entwaffnete Ti-Plasmid pGV2260. Die Selek-
tion erfolgt auf Rifampicin (50 mg/l) und Carbenicillin (50 mg/l). 
 
Botrytis cinerea 
Der Laborstamm Botrytis cinerea B05.10 wurde von Paul Tudzynski (Universität Münster) 
zur Verfügung gestellt. 
 
Escherichia coli  
Für die vorliegende Arbeit wurden die E. coli-Stämme XL1 Blue MRF’ (Agilent Technologies, 
Böblingen, Deutschland), INVαF’ und TOP10 (beide Life Technologies, Darmstadt, Deutsch-
land) für Klonierungsarbeiten verwendet. Der E. coli-Stamm M15 [pREP4] (Qiagen, Hilden, 
Deutschland) wurde zur Expression His-getaggter rekombinanter Proteine verwendet.  
 
Pseudomonas syringae pv. tomato  
Die verwendeten P. syringae pv. tomato-Stämme beruhen auf dem Isolat P. syringae pv. 
tomato DC3000, welches eine natürliche Rifampicin-Resistenz trägt. Die in dieser Arbeit 
verwendeten Stämme tragen allerdings zusätzlich noch den Expressionsvektor pVSP61 
(vermittelt Kanamycin-Resistenz). Der virulente Stamm trägt nur den leeren Vektor 
pVSP61empty (Pto DC3000 pVSPempty), während der avirulente Stamm das Avirulenzgen 
avrRPM1 exprimiert (Pto DC3000 avrRPM1), welches durch das Resistenzgen RPM1 in  
A. thaliana Col-0 erkannt wird (Dangl et al., 1992). Beide Stämme wurden von Dr. Jane Par-
ker (Max-Planck-Institut für Pflanzenzüchtungsforschung, Köln) zur Verfügung gestellt. 
 
Saccharomyces cerevisiae 
Der S. cerevisiae-Stamm Y1HGold (Clontech, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich) wurde für 
die Durchführung von Yeast One-Hybrid-Screenings verwendet. 
  




4.7. Oligonukleotide und Peptide 
Primer und Oligonukleotide für PCR-Anwendungen bzw. Klonierungen wurden bei Life 
Technologies (Darmstadt, Deutschland) oder Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutsch-
land) synthetisiert. Für Klonierungszwecke wurde, falls nötig, eine 5´Phosphorylierung und 
HPLC-Aufreinigung angefordert. Für Standardanwendungen waren entsalzte Oligonukleotide 
ohne weitere Aufreinigung ausreichend. Eine Materialliste mit allen verwendeten Oligonuk-
leotiden befindet sich am Ende dieser Arbeit. 
 
Das Peptid Pep25 wurde bei SeqLab (Göttingen, Deutschland) synthetisiert. Die Aminosäu-
re-Sequenz lautet DVTAGAEVWNQPVRGFKVYEQTEMT. 
4.8. Plasmide 
Die folgenden Vektoren wurden in dieser Arbeit verwendet. Die entsprechenden Labornum-
mern sind in der Materialliste am Ende der Arbeit aufgeführt. 
 
p70S-Luc: Reportergenvektor mit doppeltem 35S-CaMV-Promotor (pers. Mitteilung D. Stahl, 
KWS Saat AG) 
 
pBT10-GUS: Vektor zur Erstellung von Promotor-GUS-Konstrukten (Sprenger-Haussels und 
Weisshaar, 2000) 
 
 30I-8_M1S1-pBT10GUS, 27D-10_M1S2-pBT10GUS und 4xD-pBT10GUS sind Deri-
vate dieses Vektors und tragen die cis-Sequenzen 30I-8_M1S1, 27D-10_M1S2 und 
4xD (vgl. Koschmann et al. (2012))  
 
pBT10-GUS-d35SLUC (pBT10GUS/LUC): Derivat des pBT10GUS-Vektors, das ein konstitu-
tiv exprimiertes LUC-Gen trägt (Koschmann et al., 2012).  
 
30I-8_M1S1-pBT10GUS/LUC und 27D-10_M1S2-pBT10GUS/LUC tragen die cis-Se-
quenzen 30I-8_M1S1 bzw. 27D-10_M1S2 als Tetramere zwischen den 
SpeI/XbaI-Schnittstellen des Vektors (Koschmann et al., 2012). 
 
pCR2.1- und pCR4Blunt-TOPO: Klonierungsvektoren (Life Technologies, Darmstadt, 
Deutschland) 




pGPTV_bar: T-DNA-Vektor mit GUS-Reportergen und Phosphinotricin-Resistenzgen zur 
Selektion transgener Pflanzen (Becker et al., 1992) 
  
35S-pGPTV_bar: Derivat von pGPTV_bar mit 35S-Promotor vor dem 
GUS-Reportergen 
 
pHis2.1: Bait-Vektor für Yeast One-Hybrid-Screenings (Clontech, Saint-Germain-en-Laye, 
Frankreich) 
 
pORE-O2: T-DNA-Vektor mit Kanamycin-Resistenzgen zur Selektion transgener Pflanzen 
(Coutu et al., 2007) 
 
pQE30, pQE31, pQE32: Expressionsvektoren zur rekombinanten Proteinexpression in E. coli 
(Qiagen, Hilden, Deutschland) 
 
pRT101-LUC: Reportergenvektor mit konstitutiv exprimiertem LUC-Gen (Maas et al., 1991) 
4.9. Verbrauchsmaterialien 
Plastikmaterialen wie z.B. Eppendorfgefäße und Petrischalen wurden in der Regel von Firma 
Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht, Deutschland) bestellt. Weniger gebräuchliche Materialien 
sind im entsprechenden Protokoll mit den Herstellerangaben versehen. 
 
Time Tape (Precision Dynamics Corp., Valancia, Kalifornien) sowie Scotch® MagicTM Tape 
(3M France, Cergy Pontoise Cedex, Frankreich) für die Isolation von Arabi-
dopsis-Protoplasten wurden über Carl Roth GmbH & CO. KG (Karlsruhe, Deutschland) unter 
den Bestellnummern 7987.1 bzw. 4824.1 bezogen. 
 
Nylon-Siebgewebe (Maschenweite 60 μm) für die Filtration der Arabidopsis-Protoplasten 
wurde bei W. O. Schmidt GmbH Laboratoriumsbedarf (Braunschweig, Deutschland) gekauft. 
  





Neben gängigen Laborzentrifugen, Inkubatoren etc. kamen die folgenden spezielleren Gerä-
te zum Einsatz 
 
Elektroporator‚ Gene Pulser® II’, Bio-Rad Laboratories  
Gel-Dokumentationsgerät, Geldoc XR, Bio-Rad Laboratories 
Horizontale Gelelektrophoreseapparaturen, Biozym 
Lichtschrank, CU-32L und CU-36L/4, Percival Scientific 
Mikrotiterplatten-Leser, TriStar LB 941, Berthold Technologies  
Nano PhotometerTM (7122V1.6.1), Implen  
PCR-Thermocycler, Mastercycler, Eppendorf  
Photometer, Ultrospec 2000 UV/Visible Spectrophotometer, Pharmacia Biotech 
Überkopf-Schüttler, LD79-015, Labor Brand 
Ultraschall-Homogenisator, Labsonic U, B. Braun Biotech International 
UV-Crosslinker, Stratalinker, Stratagene  
Vakuumpumpe, High Vacuum Pump E1M5, Edwards 
Vertikale Gelelektrophoreseapparatur, MiniProtean Tetra System, Bio-Rad Laboratories 
4.11. Methoden 
4.11.1 Manipulation und Erstellung von DNA-Konstrukten 
Arbeiten zur Manipulation und Klonierung von DNA/RNA-Molekülen wurden nach Standard-
protokollen (Sambrook und Russwell, 2001) bzw. entsprechend der Herstellerangaben des 
jeweiligen Enzyms durchgeführt 
4.11.2 Annealing einzelsträngiger Oligonukleotide 
Zum Annealing einzelsträngiger Oligonukleotide zu doppelsträngigen Molekülen wurden die 
komplementären Einzelstränge in einer Konzentration von typischerweise je 100 μM im Ver-
hältnis 1:1 gemischt. Die Proben wurden kurz auf 95 °C erhitzt und anschließend langsam 
auf Raumtemperatur abgekühlt. Die dabei entstandenen doppelsträngigen DNA-Moleküle 
wurden für Klonierungen oder Gelshift-Experimente weiter verwendet. 




4.11.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Zur Amplifikation von Zielsequenzen aus genomischer DNA, Plasmiden oder cDNA wurden 
in der Regel PCR-Ansätze von 25 μl Endvolumen angesetzt. Der verwendete PCR-Puffer 
und die Polymerase variieren je nach Anwendung bzw. nach Hersteller und wurden gemäß 
Herstellerempfehlungen verwendet. Ein typischer PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusam-
men: 
 
2,5 μl  10x PCR-Puffer 
2 μl  dNTP-Mix (2,5 mM pro dNTP) 
1 μl  Primer 1 (20 μM) 
1 μl  Primer 2 (20 μM) 
17,25 μl  ddH2O  
1 μl  Template DNA (0,1-1 ng Plasmid, 0,1-1 μg gDNA) 
0,25 μl  Polymerase (5 U/ μl) 
25 μl  Endvolumen 
 
Zur Amplifikation der gewünschten Produkte wurde ein PCR-Programm durchlaufen, wel-
ches wie folgt aufgebaut war: 
 
95 °C 3 min 
 
30-35x 
 95 °C 30 s 
 55 °C 30 s * 
 72 °C 1 min ** 
 
72 °C 2-5 min  
4 °C ∞ 
 
* Die Annealingtemperatur variiert je nach Primerpaar. Zumeist wurde das Annealing bei  
55 °C ausgeführt, abweichende Temperaturen sind in der Primerliste (Anhang) vermerkt. 
** Die Elongationszeit variiert je nach Länge des Amplifikates. Üblicherweise wurde 1 min/kb 
gewählt. Die Elongationstemperatur richtet sich nach dem Temperaturoptimum des jeweili-
gen Enzyms und wurde entsprechend der Herstellerangaben gewählt. 
 




Für PCRs bei denen eine hohe Amplifikationsgenauigkeit nötig war (z.B. für Klonierungen), 
wurde die PeqGold PWO-DNA-Polymerase (PEQLAB, Erlangen, Deutschland) nach Herstel-
lerangaben verwendet. Für PCRs bei denen gleichzeitig eine erhöhte Sensitivität und hohe 
Genauigkeit nötig war, wurde der Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech, 
Saint-Germain-en-Laye, Frankreich) ebenfalls nach Herstellerprotokoll verwendet. 
 
Je nach Applikation wurden die PCR-Produkte auf einem Agarosegel analysiert oder z.B. zur 
weiteren Klonierung in einen Restriktionsverdau eingesetzt. Aufreinigung von 
PCR-Produkten, z.B. für die Sequenzierung, wurden mit dem „NucleoSpin Gel and PCR 
Clean-up“ Kit (Macherey Nagel, Düren, Deutschland) nach Herstellerprotokoll durchgeführt.  
 
Kolonie-PCR mit E. coli bzw. Hefe-Zellen 
Zur PCR-Analyse von einzelnen E. coli-Kolonien (Kolonie-PCR) wurde die betreffende Kolo-
nie mit einer Pipettenspitze berührt, die anhaftenden Zellen in 20 μl 10 mM NaOH suspen-
diert und 10 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden 1-2 μl der Lösung in eine 
PCR-Reaktion eingesetzt (s.o.) 
 
Zur Analyse von einzelnen Hefe-Klonen wurde eine Streichholzkopf-große Menge der ent-
sprechenden Kolonie in 50 μl TE mit Lyticase (50 U/ml, Sigma-Aldrich, München, Deutsch-
land) suspendiert und für 30 min bei 37 °C und anschließend 10 min bei 95 °C inkubiert. 
Nach kurzer Zentrifugation wurden 5 μl in eine PCR mit 50 μl Endvolumen eingesetzt. 
4.11.4 RNA-Isolation aus A. thaliana 
Zur Isolation von RNA aus Arabidopsis-Pflanzen wurde das „NucleoSpin RNA Plant“ Kit 
(Macherey-Nagel, Düren, Deutschland) den Herstellervorgaben entsprechend verwendet. 
Als Lysispuffer wurde der mitgelieferte RA1-Puffer verwendet. Die Quantität und Qualität der 
RNA wurde mittels photometrischer Messung (4.11.6) und Gelelektrophorese überprüft 
(4.11.7). 
4.11.5 Reverse Transkription 
Die Reverse Transkription von RNA in cDNA erfolgte mit dem „RevertAid H Minus First 
Strand cDNA Synthesis Kit“ (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA). Die wie unter 
4.11.4 isolierte RNA wurde in der gewünschten Menge (üblicherweise 1 μg) entsprechend 
dem Herstellerprotokoll in die Reaktion eingesetzt. Dabei wurde der mitgelieferte Oligo(dT) 




Primer verwendet. Die Erststrang-cDNA wurde entweder direkt weiter in eine PCR eingesetzt 
(1 μl für einen 25 μl PCR-Ansatz, 4.11.3) oder bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.  
4.11.6 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA- und 
RNA-Lösungen 
Zur Konzentrationsbestimmung von DNA- bzw. RNA-Lösungen wurde ein Nano Photometer 
(Implen, München, Deutschland) verwendet. Dazu wurde von 5 μl der Lösung ein 
UV-Absorptionsspektrum aufgenommen. Aus der OD260 ergibt sich die DNA- bzw. 
RNA-Konzentration (OD260=1 entspricht 50 μg/ml dsDNA, 20 μg/ml Oligonukleotid bzw.  
40 μg/ml RNA). Das Verhältnis OD260/OD280 gibt Auskunft über Proteinverunreinigungen und 
sollte größer als 1,8 sein, während das Verhältnis OD260/OD230 den Anteil an weiteren Verun-
reinigungen, wie z.B. Phenol und Guanidin-HCl, anzeigt und möglichst größer als 2,0 sein 
sollte. 
4.11.7 Agarose-Gelelektrophorese von DNA und RNA 
Zur Herstellung von Agarosegelen für die elektrophoretische Auftrennung von 
DNA-Fragmenten wurden Lösungen von 0,7% bis 2% (w/v) Agarose in 1x TAE Puffer herge-
stellt und in der Mikrowelle aufgekocht. Die Temperierung auf ca. 60 °C erfolgte im Wasser-
bad. Anschließend wurde die Lösung mit 1/10.000 Volumen Ethidiumbromid (10 mg/ml) in 
einen Gelträger gegossen, ein Kamm eingesetzt und das Gel ausgehärtet. Zu analysierende 
DNA-Proben wurden mit 1/10 Volumen 10x DNA-Ladepuffer gemischt, in die Geltaschen 
geladen und in 1x TAE Laufpuffer bei 6-8 V/cm aufgetrennt. Nach Abschluss der Elektropho-
rese wurden die Gele unter UV-Licht fotografiert und anhand der auf dem Gel aufgetragenen 
Größenstandards analysiert (GeneRuler 1 kb DNA Ladder bzw. MassRuler Low Range DNA 
Ladder, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA). 
 
1,5 % Gele zur Analyse von Gesamt-RNA wurden ebenfalls in 1x TAE hergestellt. Diese 
Gele wurden stets frisch angesetzt und die entsprechenden Gelträger sowie die Gelkammer 
vor der Verwendung mit 0,1 % SDS-Lösung gewaschen und mit dH2O gespült. Zum Laden 
der Gele wurde ein Volumen „2x RNA Loading Dye“ (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, 
USA) zu den Proben gegeben, 5 min bei 70 °C erhitzt und nach Abkühlen auf Eis auf das 
Gel geladen. Als Größenstandard wurde „Ribo Ruler High Range RNA Ladder“ (Thermo Fis-
her Scientific, Rockford, IL, USA) entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Die 




Elektrophorese erfolgte in 1x TAE bei ca. 5 V/cm. Die anschließende Dokumentation erfolg-
te, wie bei DNA-Gelen, unter UV-Licht.  
4.11.8 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten wurde das „NucleoSpin Gel and PCR Clean-up“ Kit 
(Macherey Nagel, Düren, Deutschland) nach Herstellerprotokoll verwendet. Sehr große 
DNA-Fragmente wurden mit dem „QIAEX II Gel Extraction Kit“ (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
aufgereinigt. 
4.11.9 Herstellung und Transformation elektrokompetenter E. coli-  
und A. tumefaciens-Zellen 
Zur Herstellung kompetenter E. coli- bzw. A. tumefaciens-Zellen für die Elektroporation, wur-
de der jeweilige Stamm zunächst auf LB-Platten mit den entsprechenden Antibiotika ausge-
strichen. Nach Inkubation bei 37 °C über Nacht (E. coli) bzw. bei 25 °C für 48 h (A. tumefa-
ciens) wurden 5 ml dYT-Medium ohne Antibiotikum aus einer Einzelkolonie angeimpft und 
über Nacht unter Schütteln inkubiert (37 °C bzw. 25 °C). Die Vorkultur wurde in 400 ml 
dYT-Medium überführt und so lange inkubiert, bis eine OD600 von 0,5-0,8 erreicht war. Die 
Kultur wurde anschließend 30 min auf Eis gekühlt, für 30 min bei 4.000 g und 4 °C zentrifu-
giert und der Überstand entfernt. Das Pellet wurde in 400 ml kaltem 10 % Glycerin resus-
pendiert und erneut wie oben zentrifugiert. Im Folgenden wurden diese Schritte dann noch-
mals mit 200 ml bzw. 10 ml 10 % Glycerin wiederholt. Im letzten Schritt wurden die Zellen in 
1 ml 10 % Glycerin resuspendiert, 50 μl Aliquots in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -
80 °C bis zur Verwendung gelagert. 
 
Für die Transformation wurde ein Aliquot der benötigten Zellen auf Eis aufgetaut und mit  
1-2 μl der zu transformierenden DNA (z.B. Ligation) gemischt. Die Zellen wurden in eine vor-
gekühlte Elektroporationsküvette überführt und bei 2,5 kV, 200 Ω und 25 μF transformiert 
(GenePulser II, BioRad, München, Deutschland). Für die Elektroporation von A. tumefaciens 
wurde der Widerstand auf 400 Ω erhöht. Sofort nach der Elektroporation wurden 500 μl 
SOC-Medium in die Küvette gegeben. Es folgte eine Inkubation unter Schütteln (1h, 37 °C 
bzw. 1,5 h 25 °C bei A. tumefaciens), bevor bis zu 150 μl des Transformationsansatzes auf 
LB-Medium mit den benötigten Antibiotika plattiert wurden. Die Platten wurden dann bei  
37 °C über Nacht, bzw. bei 25 °C für zwei Tage (A. tumefaciens) inkubiert. 




4.11.10 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen 
Für die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen für Hitzeschock-Transformation wurden die 
benötigten Zellen aus LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert, bei 37 °C 
über Nacht inkubiert und am nächsten Tag eine ü.N. Kultur in dYT (2 ml, mit Antibiotika) an-
geimpft. Mit 100 μl dieser Vorkultur wurden 100 ml vorgewärmtes dYT-Medium (ohne Antibi-
otikum) inokuliert und solange bei 37 °C geschüttelt, bis eine OD600 von 0,4-0,8 erreicht war. 
Die Kultur wurde in einem Eis-Wasser-Gemisch für 10 min abgekühlt und dann in zwei 50 ml 
Zentrifugenröhrchen für 5 min bei 4 °C abzentrifugiert (2.000 g). Im Anschluss wurden die 
Pellets in je 25 ml eiskalter 100 mM CaCl2-Lösung resuspendiert und nochmals 10 min auf 
Eis inkubiert. Die Zentrifugation wurde dann wiederholt, die Zellen in je 5 ml 100 mM CaCl2 
resuspendiert und bis zur Verwendung auf Eis gelagert. 
 
Zur Transformation wurden 200 μl der kompetenten Zellen mit der zu transformierenden 
DNA gemischt und für 30 min auf Eis inkubiert. Der folgende Hitzeschock wurde für genau  
2 min bei 42 °C im Wasserbad ausgeführt. Danach erfolgte die Zugabe von 800 μl 
SOC-Medium, Inkubation unter Schütteln bei 37 °C für 1 h und das Ausplattieren von bis zu 
150 μl Transformationsansatz auf LB-Medium mit geeignetem Antibiotikum.  
4.11.11 Plasmidpräparation aus E. coli  
Plasmid-Isolationen wurden je nach benötigter Menge DNA entweder aus kleinem Volumen 
(Mini-Präparation) oder als Midi- bzw. Maxi-Präparationen durchgeführt. Die beiden zuletzt 
genannten wurden nach Herstellervorgaben mit folgenden Kits ausgeführt: 
 
- NucleoBond Xtra Midi EF (Macherey-Nagel, Düren, Deutschland) 
- NucleoBond Xtra Maxi (Macherey-Nagel, Düren, Deutschland) 
 
Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus kleinem Kulturvolumen kam entweder das „EasyPrep 
Pro“ Kit (Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf, Deutschland) oder die folgende Methode 
nach Li et al. (2010) zum Einsatz: 
 
Für die Plasmidpräparation wurden 5 ml Kulturen der entsprechenden Klone in LB-Medium 
mit den passenden Antibiotika angeimpft und bei 37 °C unter Schütteln über Nacht inkubiert. 
1,5 ml der Kultur wurden abzentrifugiert (15.000 g, 30 s), der Überstand verworfen und die 
Zellen in 100 μl Lösung A resuspendiert. Durch Zugabe von 100 μl Lösung B und 2 min In-
kubation bei Raumtemperatur erfolgte die Lyse der Zellen. Im Anschluss wurden 100 μl Lö-




sung C hinzu gegeben und nach vorsichtigem Mischen die Zelltrümmer mittels 5 min Zentri-
fugation (15.000 g) abgetrennt. Der Überstand wurde mit 500 μl Lösung D gemischt und  
20 μl Silica-Suspension (s.o.) zugegeben. Die DNA-Bindung an die Silica-Partikel erfolgte 
während 2-5-minütiger Inkubation bei RT. Durch Zentrifugation (15.000 g, 10 s) wurden die 
Partikel pelletiert und nach Entfernen des Überstandes in 500 μl Lösung E gewaschen. Nach 
erneuter Zentrifugation wurde der Waschschritt wiederholt. Der Überstand wurde vollständig 
abgenommen, das Pellet kurz getrocknet und dann in 40 μl dH2O aufgenommen. Durch In-
kubation bei 70 °C für 2 min wurde die Plasmid-DNA von den Silica-Partikeln gelöst und die 
Partikel durch Zentrifugation abgetrennt (2 min, 15.000 g). Der Plasmid-haltige Überstand 
wurde bis auf einen Rest von 4 μl vollständig abgenommen und hatte typischerweise eine 
Konzentration von 100-200 ng/μl. 
4.11.12 Erstellung von Dauerkulturen 
Zur Erstellung von Dauerkulturen von E. coli-, A. tumefaciens- und P. syringae-Stämmen 
wurden 700 μl einer gut bewachsenen Flüssigkultur in entsprechendem Medium mit 300 μl 
Glycerin gemischt und bei -80 °C eingefroren. 
 
Für Dauerkulturen von Hefe-Zellen wurde eine frische Kolonie des entsprechenden Stam-
mes in 300-500 μl YPAD oder SD-Flüssigmedium aufgenommen und Glycerin zu einer End-
konzentration von 25 % (v/v) zugegeben. Nach gründlichem Mischen wurde die Suspension 
bei -80 °C gelagert.  
 
Sporen von B. cinerea wurden, wie unter (4.11.36) beschrieben, in Sabouraud Maltose Broth 
geerntet, 250 μl dieser Suspension mit 750 μl Glycerin gemischt und ebenfalls bei -80 °C 
gelagert. 
4.11.13 Sequenzierung von DNA-Molekülen 
Sanger-Sequenzierungen von Plasmiden bzw. PCR-Produkten wurden bei GATC Biotech 
(Konstanz, Deutschland) in Auftrag gegebenen. Die digital übermittelten Daten wurden mit 
der Software CLC Main Workbench (CLC Bio, Aarhus, Dänemark) ausgewertet. 
4.11.14 Allgemeine Sequenzanalysen, Alignments etc. 
Zur Verarbeitung und Analyse von DNA- und Proteinsequenzen sowie für Alignments, Erstel-
lung von Vektorkarten, Primern etc. wurde die kommerzielle Software CLC Main Workbench 




(CLC bio, Aarhus, Dänemark) verwendet. DNA- und Proteinsequenzen wurden in der Regel 
über www.arabidopsis.org oder www.ncbi.nlm.nih.gov bezogen. Speziellere bioinformatische 
Analysen wurden mittels weiterer Tools durchgeführt, welche im jeweiligen Zusammenhang 
angegeben werden. 
4.11.15 Erstellung von T-DNA-Konstrukten zur Herstellung von Reportergen-
pflanzen 
T-DNA-Konstrukte zur Erstellung von Reportergenpflanzen wurden im Vektor pGPTV_bar 
(Becker et al., 1992) erstellt. Dazu wurden Tetramere von cis-Elementen aus bereits vorhan-
denen pBT10-GUS-Konstrukten mittels PCR (mit Proofreading-Polymerase) amplifiziert 
(Primer MS23_left_HindIII_new & MS23_right_SmaI), das PCR-Produkt mit HindIII und SmaI 
gespalten und in den ebenso gespaltenen und dephosphorylierten Vektor ligiert (Tabelle 1). 
Nach Transformation in E. coli wurden die entsprechenden Konstrukte durch Sequenzierung 
verifiziert, in A. tumefaciens transformiert und für die Erstellung transgener  
A. thaliana-Pflanzen verwendet (4.11.35). 
 




TATA-Box 4914/3173 TATA_pGPTV_bar 
4xD 6430/4380 4xD_pGPTV_bar 
30I-8_M1S1 4665/3089 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 
27D-10_M1S2 5136/3504 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 
* interne Labornummern 
4.11.16 Erstellung von Reportergenkonstrukten für die Proto-
plasten-Transfektion 
Neue Reportergenkonstrukte für die Transfektion von Petersilie-Protoplasten, die zusätzlich 
zu den bei Koschmann et al. beschriebenen erstellt wurden, wurden direkt im Vektor 
pBT10GUS-d35SLUC (Koschmann et al., 2012) kloniert. Das Vorgehen war dabei wie folgt: 
Einzelsträngige, phosphorylierte Oligonukleotide mit den zu klonierenden Sequenzen wurden 
annealt (4.11.2) und mittels dabei entstehender SpeI- bzw. SacI-Überhänge in den SpeI/SacI 
geschnittenen und dephosphorylierten pBT10GUS/LUC-Vektor kloniert. Klone, die das Insert 
in der gewünschten Orientierung trugen, wurden ausgewählt, das Plasmid präpariert und in 




zwei separate Spaltungen eingesetzt. Aus einer SpeI/SacI-Spaltung wurde das ca.  
2 kb-Fragment, welches das uidA (GUS)-Gen mit dem vorgeschalteten Insert enthält, aufge-
reinigt. Weiterhin wurde aus einer XbaI/SacI-Spaltung das ca. 5 kb-Fragment mit dem Vek-
torrückgrad und dem Insert aufgereinigt. Beide Fragmente wurden ligiert, wobei ein vollstän-
diger pBT10GUS/LUC-Vektor mir zwei Kopien des Inserts entstand. Eine Wiederholung die-
ses Vorgehens führte zu Tetrameren des Inserts, welche durch Sequenzierung überprüft 
wurden. Die entsprechenden Konstrukte wurden für die Transfektion von Petersilie-
Protoplasten genutzt. 
 
Für Experimente mit Arabidopsis-Protoplasten ist der pBT10GUS/LUC-Vektor nicht geeignet 
(Umrath, 2012). Daher wurden die entsprechenden cis-Sequenzen aus pBT10GUS/LUC in 
den pBT10GUS-Vektor (Sprenger-Haussels und Weisshaar, 2000) umkloniert. Dazu wurde 
die gesamte Promotor-GUS-Kassette aus pBT10GUS/LUC mittels EcoRI/SacI-Spaltung 
ausgeschnitten, aufgereinigt und in den analog behandelten pBT10GUS-Vektor ligiert. Die so 
erhaltenen Plasmide konnten nach Verifikation durch Sequenzierung für die Transfektion von 
Arabidopsis-Protoplasten genutzt werden. 
4.11.17 Erstellung von Reportergenkonstrukten für Yeast 
One-Hybrid-Screenings 
Die Reportergenkonstrukte (Bait-Konstrukte) für das Yeast One-Hybrid Screening wurden im 
Vektor pHis2.1 erstellt. Dazu wurden die entsprechenden cis-Sequenzen aus dem 
pBT10-GUS-Vektor (vgl. Tabelle 1) mittels Proofreading-Polymerase amplifiziert. Die ver-
wendeten Primer Bait_l und Bait_r umschließen die cis-Sequenz in pBT10-GUS. Das 
PCR-Produkt wurde anschließend mit EcoRI/SacI geschnitten, in den entsprechend ge-
schnittenen pHis2.1-Vektor ligiert, transformiert und durch Sequenzierung überprüft.  
4.11.18 Klonierung von Transkriptionsfaktoren 
WRKY70 
Zur Klonierung von WRKY70 wurde die cDNA aus Arabidopsis mittels RT-PCR amplifiziert. 
Die RNA wurde dazu aus Col-0-Pflanzen isoliert, welche acht Stunden zuvor mit 2 mM SA 
besprüht wurden. Nach einer RT-Reaktion (4.11.5) folgte die Amplifikation der 
WRKY70-cDNA mittels der Primer AtWRKY70 -02 f und AtWRKY70 1061r, wobei die 
peqGOLD Pwo-DNA-Polymerase (PEQLAB, Erlangen, Deutschland) zum Einsatz kam 
(4.11.3). Das PCR-Produkt wurde anschließend gemäß Herstellerprotokoll des „Zero Blunt® 




TOPO® Cloning Kit for Sequencing“ (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) in 
pCR4Blunt-TOPO kloniert. Nach Verifikation des Klons durch Sequenzierung konnte mittels 




Die SPL7-cDNA wurde mit den Primern SPL7_fwd2 und SPL7_rev2 aus Arabidopsis-cDNA 
amplifiziert. Dazu wurde der Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech, Saint-Germain-en-
Laye, Frankreich) verwendet, der einen Anteil an Proofreading-Polymerase enthält. Eine 
Amplifikation mittels reiner Proofreading-Polymerase ist nicht gelungen. Das 2,3 kb große 
PCR-Produkt wurde nach Herstellerangaben mittels des „TA Cloning Kit“ (Life Technologies, 
Darmstadt, Deutschland) in den Vektor pCR2.1 kloniert. An einigen Positionen der so klo-
nierten SPL7-cDNA treten im Vergleich zur theoretisch erwarteten Sequenz Nukleotidaus-
tausche auf. Dabei handelt es sich in fast allen Fällen um stille Mutationen, welche die  
Aminosäuresequenz nicht verändern. An einer Position (Position 89) kommt es zum Aus-
tausch von Arginin (R) zu Glutamin (Q), außerdem ist an Position 242 ein Alanin vorhanden, 
welches sich in der bei NCBI hinterlegten Proteinsequenz (NP_197384.1) nicht findet 
(Anhang 1). Beide Veränderungen liegen außerhalb der DNA-Bindungsdomäne 
(SBP-Domäne, Aminosäuren 137-215) und haben daher sehr wahrscheinlich keinen Einfluss 
auf die Bindungsspezifität.  
 
JAG 
Die JAG-cDNA wurde mit den Primern JAG cDNA fwd234 und JAG cDNA rev963 direkt aus 
der TFonly cDNA-Bank amplifiziert, da eine Amplifikation aus A. thaliana-cDNA nicht erfolg-
reich war. Das PCR-Produkt wurde entsprechend den Herstellerangaben des „Zero Blunt® 
TOPO® Cloning Kit for Sequencing“ (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) in 
pCR4Blunt-TOPO kloniert und sequenziert. Der entsprechende Klon enthält zwei stille Muta-
tionen und wurde weiter verwendet. 
4.11.19 Konstrukte zur rekombinanten Proteinexpression 
Zur Proteinexpression in E. coli wurde die pQE3x-Vektorserie (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
verwendet. Die Vektoren erlauben die IPTG-induzierte Expression eines His-getaggten Pro-
teins. Das His-Tag ist im Vektor codiert und befindet sich am N-terminalen Ende des Prote-
ins, auf DNA-Ebene also vor der Multiple Cloning Site (MCS). Alle drei Vektoren sind iden-
tisch, nur die MCS ist relativ zum Translationsstart jeweils um ein Nukleotid verschoben um 
eine in-Frame Klonierung unabhängig vom Insert zu ermöglichen. 





Die, wie unter 4.11.18 beschrieben, klonierte SPL7-cDNA wurde mittels der enthaltenen 
SmaI/SalI-Schnittstellen in den ebenso geschnittenen Vektor pQE30 subkloniert. Da eine 
Expression des vollständigen Proteins nicht gelungen ist (nicht gezeigt), wurde eine verkürz-
te Variante, welche die DNA-Bindungsdomäne (SPL7-DBD) enthält, subkloniert. Diese Vari-
ante enthält die Aminosäuren 112-234 des SPL7-Proteins. Die SBP-Domäne wird durch die 
Positionen 137-215 definiert. Zur Klonierung wurde der entsprechende Teil der cDNA mittels 
der Primer SPL7_DBD_f und SPL7_DBD_r amplifiziert und mittels der im Amplifikat enthal-
tenen BamHI/HindIII-Schnittstellen in pQE31 kloniert. Das erhaltene Konstrukt codiert für 




Die, wie unter 4.11.18 beschrieben, klonierte WRKY70-cDNA (enthält Start- und 
Stop-Codon) wurde mittels BamHI/KpnI-Spaltung aus pCR4Blunt-TOPO ausgeschnitten und 
in den ebenfalls BamHI/KpnI geschnittenen Vektor pQE32 kloniert und sequenziert. Das so 
erhaltene Konstrukt codiert für das vollständige WRKY70-Protein mit N-terminalem His-Tag. 
4.11.20 T-DNA-Konstrukte zur Überexpression von Transkriptionsfaktoren 
Für die Expression der Transkriptionsfaktoren in Protoplasten bzw. für die Erstellung trans-
gener Überexpressionspflanzen wurde der T-DNA-Vektor pORE-O2 (Coutu et al., 2007) mo-
difiziert. 
 
Dazu wurde zunächst der doppelte 35S-Promotor aus p70S-LUC in die HindIII/XhoI-Schnitt-
stellen von pORE-O2 kloniert. Der entstandene Vektor pORE-O2-d35S-pA wurde zudem 
noch weiter modifiziert, indem ein c-Myc-Tag in die XhoI/XbaI-Schnittstellen des Vektors klo-
niert wurde. Dafür wurden die Oligonukleotide c-myc_fwd und c-myc_rev annealt und in den 
entsprechend geschnittenen Vektor ligiert. Der so erhaltene Vektor pORE-O2-d35S-pA-cmyc 
ermöglicht die Expression von Proteinen mit N-terminalem c-Myc Tag. 
 
WRKY70 
Die, wie unter 4.11.18 beschrieben, klonierte WRKY70-cDNA wurde mittels der enthaltenen  
BamHI/KpnI-Schnittstellen aus pCR4Blunt-TOPO in den entsprechend geschnittenen  
pORE-O2-d35S-pA bzw. pORE-O2-d35S-pA-cmyc-Vektor kloniert.  
  





Zur Subklonierung von SPL7 wurde das unter 4.11.18 beschriebene 
pCR4Blunt-TOPO-Konstrukt mit SmaI/SalI geschnitten und die cDNA in die ebenfalls 
SmaI/SalI geschnittenen pORE-O2-d35S-pA und pORE-O2-d35S-pA-cmyc-Vektoren ligiert.  
 
JAG 
Die JAG-cDNA wurde mittels der bei der Klonierung angefügten BamHI/SalI-Schnitt- 
stellen aus pCR4Blunt-TOPO (4.11.18) in pORE-O2-d35S-pA bzw.  
pORE-O2-d35S-pA-cmyc umkloniert.  
4.11.21 Expression & Aufreinigung rekombinanter Proteine in E. coli 
Zur Expression rekombinanter Proteine in E. coli wurden geeignete Konstrukte in der 
pQE-3x-Vektorserie (Qiagen, Hilden, Deutschland) erstellt (4.11.19) und mittels Hitzeschock-
Transformation in den E. coli-Expressionsstamm M15 transformiert (4.11.10). Die Expressi-
onsstämme wurden dann in einer 10 ml Vorkultur in LB-Medium mit den entsprechenden 
Antibiotika über Nacht bei 37 °C inkubiert. Am Morgen wurde eine Hauptkultur (200 ml) mit 
1/60 Volumen der Vorkultur angeimpft und weiter bei 37 °C geschüttelt, bis eine OD600 von 
0,6 erreicht war. Durch Zugabe von IPTG zur Endkonzentration von 1 mM wurde die Expres-
sion des rekombinanten Proteins induziert. Nach weiteren 4 h Inkubation unter Schütteln  
(37 °C) wurden die Zellen bei 4.000 g für 20 min zentrifugiert (4 °C). Das Zellpellet wurde bei 
-20 °C eingefroren oder direkt weiter bearbeitet. Alle folgenden Schritte wurden bei 4 °C bzw. 
auf Eis mit vorgekühlten Lösungen durchgeführt. Das Pellet wurde zunächst in 4 ml NPI-10 
pro Gramm Zellpellet suspendiert, Benzoase® Nuclease (3 Units/ml Kulturvolumen; Sig-
ma-Aldrich, München, Deutschland), Lysozym (Endkonzentration 1 mg/ml) und „Halt Protea-
se Inhibitor Cocktail, EDTA free (100x)“ (Endkonzentration 1x, Thermo Fisher Scientific, 
Rockford, IL USA) hinzu gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine Ultraschallbe-
handlung für sechsmal 10 s (200 W) mit zwischenzeitlicher Kühlung der Probe auf Eis. Zur 
Klärung des Lysates wurde für 20-30 min bei 10.000 g zentrifugiert (4 °C) und der Überstand 
anschließend weiter bearbeitet.  
 
Zur Aufreinigung von SPL7-DBD wurde das NiNTA Spin Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
entsprechend der Herstellerangaben verwendet. Die Säulen wurden einmal mit NPI-10 und 
zweimal mit NPI-20 gewaschen, bevor die Elution mit NPI-500 in zwei Schritten erfolgte. 
 
Aufgrund längerer Kontaktzeiten mit der NiNTA-Matrix wurde zur Aufreinigung des 
His-getaggten rekombinanten WRKY70-Proteins „Chelating Sepharose Fast Flow“ (GE 




Healthcare, München, Deutschland) verwendet. Die Sepharose wurde zunächst mit Ni-
ckel-Ionen geladen. Dazu wurde 1 ml Sepharose-Suspension durch Zentrifugation (500 g,  
30 s) in einem 50 ml Falcon pelletiert, 5 min in 5 ml dH2O gewaschen, erneut zentrifugiert, 
das Pellet in 0,5 ml 0,1 M NiSO4-Lösung suspendiert und 5 min im Überkopfschüttler inku-
biert. Die mit Nickel-Ionen beladene Sepharose wurde erneut wie oben zentrifugiert und  
5 min mit 5 ml dH2O gewaschen. Dieser Waschschritt wurde noch zweimal wiederholt, bevor 
die Sepharose in 1 ml NPI-10 suspendiert und mit dem geklärten Lysat (s.o.) gemischt wur-
de. Zur Bindung des His-getaggten Proteins an die Nickel-Sepharose wurde eine Stunde bei 
4 °C inkubiert (Überkopfschüttler), anschließend zentrifugiert und das Pellet mit 5 ml NPI-40* 
gewaschen (5 min, Überkopfschüttler). Dieser Waschschritt wurde zweimal mit steigender 
Imidazol-Konzentration im Puffer durchgeführt (NPI-60*, NPI-80*). Die Elution des rekombi-
nanten Proteins erfolgte in zwei Schritten mit jeweils 1 ml NPI-500. Die Eluate wurden ge-
trennt behandelt und mit Proben der übrigen Aufreinigungsschritte mittels einer SDS-PAGE 
(12 % Acrylamid) analysiert und ggf. dialysiert (4.11.22 und 4.11.23). 
 
*Die hier angegebenen Waschlösungen beziehen sich auf die optimierte 
WRKY70-Aufreinigung. Bei Etablierung einer neuen Proteinaufreinigung werden die Wasch-
schritte üblicherweise zunächst mit NPI-10, NPI-20 und NPI-30 durchgeführt.  
4.11.22 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Für SDS-PAGE wurden Polyacrylamid-Gele verschiedener Konzentrationen wie folgt herge-
stellt: Das Trenngel wurde entsprechend der gewünschten Acrylamid-Konzentration aus den 
einzelnen Reagenzien gemischt. Beispielhaft ist ein Gemisch für ein 12 %-iges Gel gezeigt. 
Für andere Acrylamid-Konzentrationen wurde das Volumen der Acrylamid-Lösung (30 %) 
und des Wassers entsprechend angepasst. 
 
Trenngel (12 %) 
 1,65 ml  dH2O 
 2 ml  Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1, Carl Roth) 
 1,25 ml  1,5 M TRIS, pH 8,8 
 0,05 ml  10 % (w/v) SDS (Natriumdodecylsulfat) 
 0,05 ml  10 % (w/v) APS (Ammoniumperoxodisulfat) 
 0,002 ml  TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin,1,2Bis- 
   (dimethylamino)-ethan) 
 




Nach Zugabe von APS und TEMED wurden 4,5 ml der Gelmischung zügig zwischen zwei 
Glasplatten (7,3 x 10,1 cm) für Minigele mit 1 mm Spacer gegossen. Das Gel wurde dann 
vorsichtig mit Isopropanol überschichtet und zum Polymerisieren inkubiert. Nachdem das Gel 
vollständig ausgehärtet war, wurde das Isopropanol entfernt, kurz mit dH2O gespült, das 
Sammelgel (s.u.) angesetzt, auf das Trenngel gegossen und ein Kamm mit zehn Taschen 
eingesteckt.  
 
Sammelgel (6 %) 
 1,31 ml  dH2O 
 0,4 ml  Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1, Carl Roth) 
 0,25 ml  1,5 M TRIS, pH 8,8 
 0,02 ml  10 % (w/v) SDS 
 0,02 ml  10 % (w/v) APS 
 0,002 ml  TEMED 
 
Nachdem das Gel vollständig ausgehärtet war, wurde der Kamm entfernt, die Taschen ggf. 
mit Filterpapier gereinigt, mit Laufpuffer ausgespült und das Gel anschließend in die Elektro-
phorese-Apparatur (MiniProtean Tetra System, Bio-Rad, München, Deutschland) eingesetzt. 
 
Zur Analyse von Proteinen, z.B. nach der Aufreinigung aus E. coli, wurden die zu untersu-
chenden Proben mit 5x SDS-Ladepuffer versetzt (Endkonzentration 1x) und zur Denaturie-
rung für 5 min bei 95 °C erhitzt. Die Proben wurden danach auf Raumtemperatur abgekühlt 
und neben einem geeigneten Marker (z.B. PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo 
Fisher Scientific, Rockford, IL USA) auf ein denaturierendes Polyacrylamid-Gel geladen und 
bei 150 V solange in TRIS-Glycin-Puffer elektrophoretisiert bis die gewünschte Auftrennung 
erreicht war. Das Gel wurde dann aus der Elektrophorese-Apparatur entfernt, aus den Glas-
platten gelöst und, wie unter 4.11.25 angegeben, angefärbt oder für einen Western Blot ver-
wendet (4.11.24).  
4.11.23 Dialyse 
Wie unter 4.11.21 aufgereinigte Proteine wurden vor der weiteren Verwendung für Gel-
shift-Experimente dialysiert. Dazu wurde typischerweise 1 ml der Probe in einer Dialysekap-
sel (z.B. Float-A-Lyzer G2, Spectrum Laboratories, Brada, Niederlande) mit einer Aus-
schlussgrenze von 3,5-5 kDa dialysiert. Die Membran wurde zuvor gemäß Herstelleranga-
ben vorbereitet. Die Dialyse gegen 2 l 1x Gelshift-Bindungspuffer erfolgte über Nacht bei  
4 °C unter ständigem Rühren. Die so in 1x Gelshift-Bindungspuffer umgepufferten Proteine 




wurden in kleinen Aliquots (ca. 100 µl) bei -20 °C gelagert und für Gelshift-Experimente ver-
wendet (4.11.27). 
4.11.24 Western Blot 
Zum Nachweis His-getaggter Proteine mittels Anti-His-Antikörper wurden zwei identische 
Proteingele, wie unter 4.11.22 beschrieben, angefertigt und die zu untersuchenden Proben 
aufgetrennt. Eines der Gele wurde nach der Elektrophorese mittels Coomassie-Färbung an-
gefärbt (4.11.25), um später als Vergleich zu dienen. Das zweite Gel wurde wie folgt geblot-
tet: 
 
Zunächst wurde das Sammelgel entfernt und das Trenngel anschließend für 15 min in Trans-
fer-Puffer äquilibriert. Parallel wurde PVDF-Transfermembran (Millipore Immobilion P, Merck, 
Darmstadt, Deutschland) zur Aktivierung für 15 s in Methanol geschwenkt, anschließend  
2 min in Wasser getaucht und für 5 min in Transferpuffer äquilibriert. Für den Blot-
ting-Vorgang wurde die „Mini Trans-Blot Cell“ (BioRad, München, Deutschland) benutzt. Da-
zu wurde in die Blotting-Kassette zunächst ein mit Transfer-Puffer getränkter Schwamm ge-
legt, gefolgt von ebenfalls in Puffer getränktem 3 M Whatman-Papier und dem Gel. Auf das 
Gel wurde dann die äquilibrierte Membran gelegt, gefolgt von einer weiteren Lage 
Whatman-Papier und einem weiteren Schwamm. Die Kassette wurde verschlossen, in das 
Elektrodenmodul eingesetzt und in eine mit vorgekühltem Transfer-Puffer gefüllte Elektro-
phoreseapparatur eingesetzt. Der Transfer erfolgte über Nacht bei 30 V und 4 °C. 
 
Anschließend wurde der Blot abgebaut und die Membran entnommen. Diese wurde für min-
destens 30 min in 10 ml Blocking-Puffer geschwenkt, bevor 10 μl des Primären Antikörpers 
(Anti-His-pAB, Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland) hinzu gegeben wurden. Die Hybridisie-
rung erfolgte unter leichtem Schwenken für 60 min. Die Hybridisierungslösung wurde ent-
fernt, zum Waschen durch 1x PBST ersetzt und die Membran darin für 15 min geschwenkt. 
Der Puffer wurde dann abgeschüttet und der Waschschritt zweimal wiederholt. Die Hybridi-
sierung mit dem sekundären Antikörper erfolgte anschließend in 10 ml Blocking-Puffer mit 
3,3 μl Anti-Rabbit HRP Antikörper (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) für weite-
re 60 min. Danach wurde die Membran noch 3-4 Mal in 1x PBST gewaschen (je 15 min). 
 
Zur Entwicklung der Chemilumineszenz-Reaktion wurden je 1 ml Entwicklerlösung 1 und 2 
gemischt und auf der Membran verteilt. Diese wurde für 5 min inkubiert, bevor die Entwick-
lerlösung entfernt und die Membran in Frischhaltefolie eingeschlagen wurde. In einer Dun-
kelkammer wurde ein Röntgenfilm auf die Membran gelegt und für 5-10 min exponiert. An-




schließend wurde der Röntgenfilm entwickelt und anhand der vorgefärbten Markerbanden 
auf der Membran bzw. anhand des Coomassie-gefärbten Referenzgels die Größe und Identi-
tät der einzelnen Signale ermittelt. 
4.11.25 Coomassie-Färbung von Proteingelen 
Für die Coomassie-Färbung wurde das Sammelgel eines wie unter 4.11.22 angefertigten 
Proteingels entfernt, das Trenngel in ca. 30 ml dH20 überführt und kurz in der Mikrowelle 
erhitzt (das Wasser darf nicht sieden). Es wurde für 3-5 min geschwenkt, das Wasser ausge-
tauscht und der Vorgang noch zweimal wiederholt. Anschließend wurde das Gel mit  
Coomassie-Färbelösung überschichtet, nochmals in der Mikrowelle erhitzt und zum Färben 
der Proteinbanden geschwenkt (ca. 20 min). Anschließend wurde das Gel erneut in dH2O 
überführt und fotografisch dokumentiert. 
4.11.26 Erstellung Biotin-markierter DNA-Moleküle 
Biotin-markierte Oligonukleotide wurden mit dem „Biotin 3' End DNA Labeling Kit“ (Thermo 
Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) erstellt. Dazu wurden die zu markierenden einzelsträn-
gigen Oligonukleotide zu einer Konzentration von 1 μM gelöst und entsprechend dem Her-
stellerprotokoll in die Markierungsreaktion eingesetzt. Die entstandenen markierten Einzel-
stränge wurden mittels Annealing mit dem revers komplementären Gegenstrang zu doppel-
strängigen Oligonukleotiden weiter verarbeitet (4.11.2). 
4.11.27 Gelshift-Assay 
Zur in vitro Analyse von Protein-DNA-Interaktionen wurden Gelshift-Experimente durchge-
führt. Dazu wurde das „LightShift Chemiluminescent EMSA Kit“ (Thermo Fisher Scientific, IL, 
USA) verwendet. Die dafür benötigten Biotin-markierten Oligonukleotide wurden, wie unter 
4.11.26 beschrieben, mit der entsprechenden Markierung versehen. Anschließend wurden 
die für den Gelshift benötigten doppelsträngigen Moleküle durch Annealing erzeugt (4.11.2). 
Die Gelshift-Experimente wurden mit kleinen Modifikationen gemäß dem Herstellerprotokoll 
durchgeführt:  
 
Das für das Experiment benötigte 6% Acrylamidgel wurde nach folgendem Rezept angesetzt 
und in den zur „Mini Protean Tetra Cell“ (Bio Rad, München, Deutschland) gehörigen Glas-
platten für Mini-Gele (7,3 x 10,1 cm, 1 mm Spacer) gegossen und ausgehärtet: 
  




 5,55 ml  dH2O 
 1,25 ml  Rotiphorese® Gel 40 (29:1, Carl Roth) 
 0,75 ml  5x TBE  
 75 μl  10 % (w/v) APS 
 4,5 μl  TEMED 
 
Vor der Beladung mit den Proben wurden die Taschen mit 0,5x TBE gespült und das Gel  
30-60 min bei 100 V in 0,5x TBE vor-elektrophoretisiert. 
 
Für die Bindungsreaktion wurde aufgereinigtes, rekombinantes Protein in 1x Gel-
shift-Bindungspuffer (4.11.21 und 4.11.23) verwendet. Für eine typische Bindungsreaktion in 
20 μl Volumen wurden die Komponenten in der unten angegeben Reihenfolge zusammen-
gegeben und vorsichtig gemischt:  
 
ddH2O  für 20 μl Endvolumen 
10x Gelshift-Bindungspuffer für 1x Endkonzentration 
Poly(dI-dC) [1μg/μl]* 1 μl 
Unmarkierte Kompetitor-DNA [2-10 μM] 1 μl (abhängig vom Experiment)  
Rekombinantes Protein (in 1x Bindungspuffer) 0,1-0,5 μg 
Biotin-markierte DNA [0,01 μM] 2 μl 
 
* aus LightShift Chemiluminescent EMSA Kit (Thermo Fisher Scientific, IL, USA) 
 
Bei Verwendung von Kompetitor-DNA wurde vor der Zugabe der Biotin-markierten DNA eine 
10-minütige Vorinkubation (23 °C) durchgeführt. Nach Zugabe der markierten Sonde wurde 
für 25 min inkubiert (23 °C), anschließend 5 μl 5x EMSA-Ladepuffer (Thermo Fisher Scienti-
fic, IL, USA) zugegeben, vorsichtig gemischt, die Proben auf das 6% Polyacrylamidgel gela-
den und bei 100 V elektrophoretisch aufgetrennt. Sobald die Bromphenolblau-Bande das Gel 
zu ca. 2/3 der Länge durchlaufen hatte, wurde die Elektrophorese beendet. Das anschlie-
ßende Blotten des Gels auf Biodyne B Nylon-Membran (Thermo Fisher Scientific, IL, USA) 
erfolgte mit der „Mini Trans-Blot Cell“ (BioRad, München, Deutschland) entsprechend der 
Anweisungen im Kit. Das Fixieren der Membran wurde anschließend am „Stratalinker 
UV-Crosslinker“ (Stratagene, La Jola, CA, USA) mit der Auto-Crosslink Funktion durchge-
führt. Die anschließende Detektion der Biotin-gelabelten DNA wurde ebenfalls nach dem 
Kit-Protokoll durchgeführt. Die Expositionszeit für den Röntgenfilm lag typischerweise bei  
1-10 min, bevor dieser entwickelt wurde. 




4.11.28 Transformation von Hefe-Zellen  
Die Transformation von Hefe-Zellen wurde in modifizierter Form nach Gietz & Schiestl (Gietz 
und Schiestl, 2007) durchgeführt. Dazu wurde der zu transformierende Hefe-Stamm (z.B. 
Y1HGold) auf YPAD-Medium bzw. geeignetem SD Drop-Out-Medium ausgestrichen und  
3-5 Tage bei 30 °C inkubiert. 5 ml YPAD-Medium (bzw. SD Drop-Out-Medium) wurden dann 
mit einer einzelnen, großen Kolonie angeimpft und über Nacht (12-16 h) bei 30 °C geschüt-
telt (150-200 rpm). Die Zelldichte wurde mit Hilfe einer Thomakammer bestimmt.  
2,5x108 Zellen wurden zu 50 ml vorgewärmten 2xYPAD-Medium gegeben und unter Schüt-
teln inkubiert (150-200 rpm, 30°C) bis die Zelldichte bei 2x107/ml lag (4-5 h). Um bestes 
Wachstum zu gewährleisten, darf dieser Schritt nicht mit Drop-Out-Medium durchgeführt 
werden. Die Zellen wurden bei 3.000 g für 5 min zentrifugiert und das Pellet in 25 ml sterilem 
dH2O gründlich resuspendiert, bevor erneut zentrifugiert wurde. Der Waschschritt wurde mit 
25 ml dH2O wiederholt und das Pellet anschließend in 1 ml dH2O suspendiert. Die Suspensi-
on wurde in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt, für 30 s bei 13.000 g zentrifugiert und die 
Zellen in 1 ml dH2O suspendiert. Für jede geplante Transformation wurden 100 μl Zellsus-
pension in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt, nochmals für 30 s bei 13.000 g zentrifugiert 
und der Überstand vollständig entfernt. Zu dem Zellpellet wurden folgende Lösungen in der 
aufgeführten Reihenfolge zugegeben: 
 
240 μl  50% PEG 3350 
36 μl  1 M Lithiumacetat  
50 μl  Carrier-DNA (denaturiert) 
34 μl  Plasmid-DNA (0,1-1 μg) plus H2O 
* 
 
Gesamtvolumen 360 μl 
 
*Bei Verwendung integrativer Plasmide, wie z.B. pAbAi, wurde das Plasmid zuvor linearisiert, 
um die homologe Rekombination mit dem Integrationsort zu ermöglichen 
 
Die Zellen wurden durch sehr gründliches Mischen mit dem Vortex-Mixer in dem Transfor-
mationsansatz resuspendiert und sofort für 40 min in einem 42 °C Wasserbad inkubiert. Da-
bei wurde gelegentlich durch Invertieren gemischt. Nach dem Hitzeschock wurden die Zellen 
abzentrifugiert (30 s, 13.000 g) und entweder direkt in 1 ml dH2O suspendiert und ausplattiert 
oder für erhöhte Ausbeute in 1 ml 2xYPAD aufgenommen und 90 min bei 30 °C inkubiert. 
Nach diesem optionalen Schritt wurde wieder zentrifugiert (30 s, 13.000 g), in 1 ml dH2O 




suspendiert und 20-200 μl auf geeignetem Selektionsmedium plattiert. Die Selektionsplatten 
wurden für 3-5 Tage bei 30 °C inkubiert und die Transformanden im Anschluss analysiert.  
4.11.29 Plasmidpräparation aus Hefe-Zellen 
Zur Isolation von Plasmiden aus rekombinanten Hefe-Zellen wurden 5 ml Vorkulturen in ge-
eignetem Selektionsmedium über Nacht bei 30 °C geschüttelt. Am nächsten Tag wurden die 
Zellen in 1,5 ml Eppendorfgefäßen pelletiert (15.000 g, 30 s), in 100 μl Resuspendierungslö-
sung suspendiert und 1 h bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurden 200 μl Denaturierungslö-
sung zugegeben, gemischt und 5 min auf Eis inkubiert, bevor 150 μl Neutralisierungslösung 
zugegeben und weitere 5 min auf Eis inkubiert wurde. Durch Zentrifugation für 5 min bei 
15.000 g wurden die Zelltrümmer pelletiert. Der DNA-haltige Überstand wurde abgenommen 
und mit zwei Volumen Ethanol gefällt. Nach 5 min Inkubation wurde die DNA durch Zentrifu-
gation bei 15.000 g für 10 min pelletiert, das Pellet mit 200 μl 70 % Ethanol gewaschen  
(5 min, 15.000 g) und nach dem Trocknen in 20 µl dH2O gelöst. 1 µl der DNA-Lösung wurde 
dann zur Retransformation und weiteren Analyse in E. coli verwendet (4.11.9).  
4.11.30 Yeast One-Hybrid-Screening 
Yeast One-Hybrid-Screenings wurden durchgeführt, um potentiell mit cis-Sequenzen inter-
agierende Transkriptionsfaktoren aus A. thaliana zu identifizieren. Dazu wurde ein 
Bait-Stamm, welcher ein Reportergenkonstrukt unter der Kontrolle der zu untersuchenden 
cis-Sequenz enthielt, mit einer cDNA-Bank transformiert. Die dazu verwendete cDNA-Bank 
enthält ca. 1.500 Arabidopsis-Transkriptionsfaktoren als Gal4AD-Fusionen im 
pDEST_GAD424-Vektor (Prey-Vektor, Mitsuda et al., 2010). 
 
Erstellung und Analyse des Bait-Stammes 
Zur Erstellung des Bait-Stammes für ein Screening wurde das gewünschte Bait-Konstrukt 
(vgl. 4.11.17), wie unter 4.11.28 beschrieben, in Hefe transformiert. Dabei kam der  
Hefe-Stamm Y1HGold (Clontech, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich) zum Einsatz. Trans-
formanden wurden auf Hintergrundaktivierung des Reportergens untersucht. Dazu wurden 
die entsprechenden Zellen auf passendem Selektionsmedium, in dem zusätzlich Histidin 
fehlte (SD–Trp/-His), analysiert. Eine eventuelle Hintergrundaktivität des Reportergens wur-
de durch Zugabe von 50 oder 100 mM 3-AT (3-Amino-1,2,4-triazol) inhibiert. Für diese Ana-
lyse wurde eine Kolonie in 1 ml sterilem dH2O suspendiert und verschiedene Verdünnungen 
(üblicherweise 1:100, 1:1.000, 1:10.000) angesetzt. Von diesen Verdünnungen wurden je  
10 μl auf Selektionsmedium mit 0, 50 und 100 mM 3-AT getropft, der Tropfen an der Luft 




getrocknet (ohne zu plattieren) und dann 3 Tage bei 30 °C inkubiert. Durch einen Vergleich 
des Wachstums auf den verschiedenen Platten wurde die 3-AT-Konzentration gewählt, die 
ausreichend für eine Inhibierung der Hintergrundaktivität war. Diese Inhibitorkonzentration 
wurde auch für das Screening verwendet.  
 
Amplifikation der cDNA-Bank 
Zur Amplifikation der TF-only Bank in E. coli wurde mittels Elektroporation in mehreren An-
sätzen Library-DNA in XL1 Blue MRF´-Zellen transformiert und die Ansätze anschließend 
vereinigt. Der Titer dieser Primärtransformation wurde auf ca. 6,6x106 Klone/ml bestimmt. 
Von diesem Transformationsansatz wurden ca. 1,5x106 Klone auf Selektionsmedium plattiert 
und über Nacht bei 37°C inkubiert. Die entstandenen Kolonien wurden mittels LB-Medium 
von den Platten gespült und die Zellsuspension vereinigt. Durch Zentrifugation bei 6.000 g 
für 15 min (4 °C) wurden die Zellen pelletiert. Aus diesen Zellen wurde anschließend, wie 
unter 4.11.11 beschrieben, mittels Plasmid-Midi-Präparation die Plasmid-DNA isoliert. 
 
Screening der cDNA-Bank 
Zum Screening der cDNA-Bank (s.o.) wurde der zu untersuchende Bait-Stamm, wie unter 
4.11.28 beschrieben, mit Plasmid-DNA der Bank transformiert. Für ein Screening wurden 20 
einzelne Transformationen mit jeweils 500 ng DNA angesetzt. Die einzelnen Ansätze wurden 
nach dem Hitzeschock entsprechend Abschnitt 4.11.28 pelletiert, in je 1 ml 2xYPAD suspen-
diert, vereinigt und 90 min bei 30 °C geschüttelt. Nach erneuter Zentrifugation (5 min,  
3.000 g) wurden die Zellen in 25 ml dH2O suspendiert. Zur Bestimmung der Anzahl an 
Transformanden bzw. der Transformationseffizienz wurden je 10 bzw. 20 μl der Suspension 
auf Selektionsmedium plattiert, welches nur auf die Anwesenheit von Prey- und Bait-Plasmid 
jedoch nicht auf Expression des Reporters (HIS3) selektiert (SD –Leu/-Trp). Die restlichen 
Zellen wurden zu je 500 μl auf große Petrischalen (150 mm Durchmesser) mit Selektions-
medium (mit der geeigneten 3-AT-Konzentration), welches auf die Plasmide und auf Repor-
tergenaktivität selektiert (SD -Leu/-Trp/-His + 3-AT), ausplattiert. 
 
Die Platten wurden bei 30 °C inkubiert (3-6 Tage). Dabei wurde regelmäßig das Kolonie-
wachstum kontrolliert. Bei sehr hohen Koloniezahlen wurden die am schnellsten wachsen-
den Klone identifiziert und für weitere Analysen benutzt. Ansonsten wurden alle Klone weiter 
untersucht. Vor weiteren Analysen wurden potentiell positive Klone ausgewählt und auf fri-
sches Selektionsmedium überimpft. Diese Masterplatten wurden zweimal einer Replikaplat-
tierung unterzogen, um das Wachstum auf dem Selektionsmedium zu bestätigen. Durch die-
se wiederholte Selektion wurden außerdem die eventuell in den positiven Klonen vorhande-
nen zusätzlichen Prey-Plasmide entfernt. 




Für weitere Analysen wurden die positiven Klone entweder in eine Hefe-Kolonie-PCR 
(4.11.3) eingesetzt oder die Plasmide direkt isoliert (4.11.29), in E. coli transformiert und se-
quenziert (4.11.9 und 4.11.13). Wurde eine Kolonie-PCR durchgeführt, so wurde anhand der 
auftretenden Amplifikate eine Auswahl getroffen und diese PCR-Produkte direkt sequenziert. 
Für die Kolonie-PCR wurden die Primer Gal4AD und Gal4AD-RV eingesetzt. Für die an-
schließende Sequenzierung der PCR-Produkte bzw. der Plasmide wurde der Primer Gal4AD 
verwendet. 
4.11.31 Kultivierung der Petersilie-Zellkultur 
Die Petersilie-Zellkultur wurde bei 23 °C, 160 rpm und Dunkelheit in 40 ml HA-Medium kulti-
viert. Alle sieben Tage wurden ca. 3-3,5 g Zellen mit einem Metallsieb in frisches HA-Medium 
überführt. Zur Isolierung von Protoplasten wurden 5 Tage alte Kulturen, wie unter 4.11.32 
beschrieben, bearbeitet. 
4.11.32 Isolation und Transfektion von Petersilie-Protoplasten 
Die Isolierung und anschließende Transfektion von Petersilie-Protoplasten wurde, wie bei 
Koschmann (Koschmann et al., 2012) beschrieben, durchgeführt. Alle Zentrifugationsschritte 
erfolgten im Ausschwingrotor einer Beckman GS-6KR-Zentrifuge.  
 
Eine gemäß Abschnitt 4.11.31 kultivierte, fünf Tage alte Kultur wurde für die Protoplastierung 
zunächst bei Raumtemperatur zentrifugiert (300 g, 5 min), das Zellpellet in 30 ml Enzymlö-
sung suspendiert, mit CaCl2-Lösung auf 90 ml aufgefüllt und auf zwei große Petrischalen 
(150 mm Durchmesser) aufgeteilt. Die Suspension wurde für 20 h bei ca. 20 rpm und an-
schließend nochmals für 20 min bei 40-45 rpm in Dunkelheit inkubiert (23 °C). Die Suspensi-
on wurde danach in zwei 50 ml Zentrifugenröhrchen zentrifugiert (300 g, 2 min, RT), die Pel-
lets in je 30 ml CaCl2-Lösung gewaschen, erneut wie oben zentrifugiert und anschließend in 
je 25 ml P5-Medium aufgenommen. Die Proben wurden vereinigt, zentrifugiert (300 g,  
5 min, RT) und die an der Oberfläche als Ring flottierenden Protoplasten anschließend mit 
einer Transferpipette in ein neues 50 ml Röhrchen überführt. Nach Auffüllen und Resuspen-
dieren in P5-Medium wurde die Zentrifugation wiederholt, die flottierenden Protoplasten ab-
genommen, auf zwei 15 ml Zentrifugenröhrchen aufgeteilt und nach erneutem Auffüllen 
nochmals wie zuvor zentrifugiert. Die flottierenden Protoplasten wurden in möglichst kleinem 
Volumen abgenommen, vereinigt und sofort für die Transfektion verwendet. 
 




Dazu wurden 20 μl Plasmid-DNA (c=0,5 μg/μl) in einem 15 ml Zentrifugenröhrchen mit  
200 μl PEG-Lösung gemischt. Bei Experimenten zur Untersuchung der Induzierbarkeit durch 
Pep25 wurde das jeweilige Reporterplasmid (pBT10GUS-d35SLUC-Konstrukt) verwendet. 
Für Kotransfektionsexperimente wurden der Expressionsvektor (pORE-d35S-pA-Konstrukt) 
und das Reporterplasmid im Verhältnis 3:1 gemischt (15 μl Expressionsvektor + 5 μl Repor-
terplasmid, beide c=0,5 μg/μl). Die Transfektion wurde durch Zugabe von 200 μl Protoplas-
tensuspension und gründliches Mischen gestartet. Der Ansatz wurde 20 min dunkel inkubiert 
(RT), bevor die Transfektion durch langsame Zugabe von 5 ml Ca(NO3)2-MES-Lösung ge-
stoppt wurde. Es folgte eine Zentrifugation (150 g, 7 min), der Überstand wurde dekantiert 
und das Pellet in 6 ml P5-Medium resuspendiert. Danach wurde jeder Transfektionsansatz 
zu gleichen Teilen auf zwei 15 ml Zentrifugenröhrchen aufgeteilt. Sollte die Induzierbarkeit 
einer Sequenz durch Pep25 untersucht werden, wurde zu einem der Röhrchen 
Pep25-Lösung (Endkonzentration 300 ng/ml) hinzu gegeben. Bei Kotransfektionsexperimen-
ten ohne Pep25-Zugabe wurden die beiden Röhrchen als technische Replikate behandelt.  
 
Die weitere Inkubation der Protoplasten erfolgte bei ca. 23 °C für 24 h (dunkel, Röhrchen 
liegend). Im Anschluss wurde jeder Ansatz mit 9 ml CaCl2-Lösung aufgefüllt, gemischt und 
zentrifugiert (1.400 g, 10 min). Nach Abnehmen des Überstandes wurden die Pellets in flüs-
sigem N2 gefroren und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.  
 
Zur Bestimmung der LUC- bzw. GUS-Aktivität wurden die gefrorenen Pellets mit jeweils  
150 μl LUC-Extraktionspuffer versetzt, gevortext, für 20 min bei 4 °C geschüttelt (Mixer 5432, 
Eppendorf) und das Extrakt durch Zentrifugation (25.000 g, 20 min, 4 °C) geklärt. Die Über-
stände wurden dann zur Proteinbestimmung (4.11.37) verwendet. Anhand der gemessenen 
Werte wurden die Proben in LUC-Extraktionspuffer auf 80 μg/ml Gesamtprotein verdünnt 
und so zur Messung von LUC- und GUS-Aktivität verwendet (4.11.38 bzw. 4.11.40). 
4.11.33 Kultivierung von A. thaliana in Steril- bzw. Erdkultur 
Zur Anzucht von Arabidopsis-Pflanzen in Sterilkultur wurden bis zu 1.000 Samen (ca. 20 mg) 
zunächst einer Sterilisation unterzogen. Dazu wurden die Samen für 2 min in 70 % Ethanol 
geschüttelt, die Flüssigkeit entfernt, durch 1 ml Sterilisierlösung ersetzt und weitere 8 min 
unter Schütteln inkubiert. Die Samen wurden anschließend viermal je 1 min in sterilem Lei-
tungswasser gewaschen, bevor sie in 0,1 % steriler Agaroselösung aufgenommen wurden. 
Je nach Anwendung wurde mittels einer Pipette die gewünschte Menge Samen auf  
½ MS-Nährmedium (ggf. mit Kanamycin bzw. PPT) ausgebracht, unter der Cleanbench offen 
inkubiert, bis die überschüssige Agaroselösung eingetrocknet war und die Platten mit 




Leukopor (BSN medical, Hamburg, Deutschland) verschlossen. Zur Stratifikation wurden die 
Platten für 48 h bei 4 °C in Dunkelheit inkubiert. Die anschließende Inkubation erfolgte bei 
ca. 24 °C unter Kurztag- (8 h Licht, 16 h Dunkelheit) oder Langtagbedingungen (16 h Licht,  
8 h Dunkelheit) in einem Lichtschrank (CU-32L und CU-36L/4, Percival Scientific, Perry, IA, 
USA). 
 
Die Kultivierung von Arabidopsis in Erdkultur erfolgte in einem Gemisch aus Pflanz- und 
Blumenerde (1:1 Gemisch, Compo Sana, Münster, Deutschland). Arabidopsis-Samen wur-
den ohne vorherige Sterilisation auf stark gewässerte Erde ausgebracht, wie oben beschrie-
ben zur Stratifikation inkubiert (4 °C, Dunkelheit) und in einer Klimakammer kultiviert (Lang-
tag- bzw. Kurztagbedingungen, s.o.). Die Pflanzen wurden regelmäßig gewässert, wobei 
darauf geachtet wurde, dass keine Staunässe entstand, sondern die Erde zwischenzeitlich 
fast ganz austrocknete. 
 
Zur Vermehrung wurde die betreffende Pflanze unter Langtagbedingungen inkubiert, bis sich 
der Blütenspross bildete. Mittels des ARACON-Systems (BETATECH, Gent, Belgien) wurde 
der Blütenspross abgedeckt und die Pflanze solange weiter inkubiert und gewässert bis die 
ersten reifen Samenschoten gebildet wurden. Danach wurde die Pflanze nicht weiter gewäs-
sert, bis der gesamte Samenstand getrocknet war. Zur Ernte der Samen wurde der gesamte 
Samenstand in eine Papiertüte überführt, diese zwischen den Händen gerieben, so dass 
sich die Samen aus den Schoten lösten und diese dann mittels eines Metallsiebes vom übri-
gen Pflanzenmaterial getrennt. Die erhaltenen Samen wurden bei Raumtemperatur trocken 
gelagert. 
4.11.34 Isolation und Transfektion von Arabidopsis-Protoplasten 
Die Isolation von Protoplasten aus A. thaliana-Blättern wurde mit kleineren Modifikationen 
nach Wu et al. (2009a) durchgeführt. Die verwendeten Pflanzen wurden unter Langtagbe-
dingungen (16h Licht, 8h Dunkelheit) bei ca. 23°C in Erde angezogen. Für die Protoplasten-
isolation wurden ausgewachsene Blätter von 4-5 Wochen alten Pflanzen genutzt, welche 
noch keinen Blütenspross ausbildeten.  
 
Ca. 10-15 Blätter wurden mit einer Rasierklinge abgetrennt und mit der oberen Epidermis auf 
einem Stück Time Tape (Precision Dynamics Corp., Valancia. Kalifornien) fixiert. Auf die un-
tere Epidermis wurde mit vorsichtigem Druck ein Stück Scotch® MagicTM Tape (3M France, 
Cergy Pontoise Cedex, Frankreich) geklebt. Durch langsames Auseinanderziehen der bei-
den Klebestreifen wurde die untere Epidermis abgetrennt, während das restliche Blatt auf 




dem Time Tape verblieb. Die Klebestreifen mit den freigelegten Mesophyll-Zellen wurden 
sofort mit der Blattseite nach unten in 15 ml Enzymlösung gelegt. Es folgte eine Inkubation 
bei leichtem Schwenken (ca. 30 rpm) und ca. 23 °C in Dunkelheit, bis die Protoplasten frei-
gesetzt waren. Dies dauert in der Regel 1,5-2 h. 
 
Um im weiteren Verlauf die Adhäsion der Protoplasten an Plastikoberflächen zu vermindern, 
wurden in der Zwischenzeit alle Plastikgefäße, einschließlich der Zellkultur-Platten, für einige 
Sekunden mit 1 % BSA-Lösung behandelt. 
 
Die Protoplasten-Suspension wurde durch ein Nylon-Siebgewebe mit 60 μm  
Maschenweite gefiltert und mit ca. 10 ml W5-Lösung nachgespült. Es folgte eine Zentrifuga-
tion in einem 50 ml Rundboden-Röhrchen (100 g, 2 min), Abnehmen des Überstandes und 
zweimaliges Waschen des Pellets in je 25 ml W5 (100 g, 2 min). Alle Zentrifugationsschritte, 
einschließlich aller folgenden, erfolgten im Ausschwingrotor einer GS-6KR Zentrifuge 
(Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland). Das Pellet wurde in 1 ml W5 aufgenommen, die 
Dichte der Protoplasten (PP) mittels einer Thomakammer bestimmt und auf 2x105 PP/ml in 
W5 eingestellt. Diese Suspension wurde für 30 min auf Eis inkubiert. Nach dieser Zeit hatten 
sich die Protoplasten abgesetzt, sodass der Überstand entfernt und das Pellet bei Raum-
temperatur in MMg-Lösung zu 2x105 PP/ml gelöst werden konnte.  
 
Die Transfektion wurde mit kleineren Änderungen nach Yoo et al. (2007) durchgeführt. Dazu 
wurden 100 μl Protoplasten (2x104 PP) mit 15 μg DNA (c = 1,5 μg/ul) in einem 2 ml Eppen-
dorfgefäß gemischt. Dabei wurde in der Regel ein DNA-Mix verwendet, der aus Effektor-
plasmid (z.B. Transkriptionsfaktor in pORE-O2-d35S-pA), Reporterplasmid (z.B. 
30I-8_M1S1-pBT10GUS) und Transfektionskontrolle (pRT101-LUC) im Verhältnis 2:1:1 (5 μl 
Effektor, 2,5 μl Reporter und 2,5 μl pRT101-LUC, alle c=1,5 μg/μl) bestand. Es folgte die 
Zugabe von einem Volumen (110 μl) PEG-Lösung, vorsichtiges aber gründliches Mischen 
und eine Inkubation für 10 min bei Raumtemperatur. Durch langsames Auffüllen mit W5 wur-
de die Transfektion beendet, die Protoplasten bei 100 g abzentrifugiert (1 min, Beckman 
GS-6KR Zentrifuge) und das Pellet zweimal in 2 ml W5 gewaschen (100 g, 1 min). Das Pel-
let wurde dann in 1 ml B5-Medium aufgenommen und in ein Well einer 6-Well Zellkultur Plat-
te überführt. Die beschriebene Transfektion konnte mit bis zu 20 Ansätzen gleichzeitig 
durchgeführt werden. Wurden mehr als 20 Ansätze benötigt, mussten die Ansätze nach-
einander bearbeitet werden. Innerhalb eines Experimentes wurden pro Transfektionsansatz 
im Regelfall zwei bis drei technische Replikate bearbeitet. 
 




Nach 16 h Inkubation bei ca. 23°C in Dunkelheit wurden die Protoplasten in 2 ml Eppendorf-
gefäße überführt, mit 1 ml W5 aufgefüllt, gemischt und durch 2 min Zentrifugation bei 200 g 
pelletiert (Beckman GS-6KR). Der Überstand wurde abgenommen, das Pellet in flüssigem 
Stickstoff eingefroren und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert. Hatte sich nach der Zent-
rifugation noch kein klar definiertes Pellet gebildet, wurde der Überstand bis auf ca. 100 μl 
abgenommen, erneut mit W5 aufgefüllt und zentrifugiert. 
 
Zur Bestimmung der GUS- und LUC-Aktivität wurden die gefrorenen Pellets jeweils mit  
150 μl 1x Cell Culture Lysis Reagent (Promega, Mannheim, Deutschland) versetzt, 5 s ge-
vortext, für 5 min auf Eis inkubiert und dann 2 min bei Raumtemperatur zentrifugiert  
(13.000 rpm, Heraeus Biofuge Pico). Der Überstand wurde in ein frisches Eppendorfgefäß 
überführt und bis zur Messung der LUC- (4.11.38) bzw. GUS-Aktivität (4.11.40) auf Eis gela-
gert.  
4.11.35 Transformation und Selektion von A. thaliana 
Die Transformation von A. thaliana mit T-DNA-Konstrukten erfolgte mittels der Floral 
Dip-Methode. Das Protokoll wurde mit einigen Modifikationen von Clough und Bent (Clough 
und Bent, 1998) übernommen. Arabidopsis-Pflanzen wurden in ca. 6x6 cm großen Töpfen in 
Erde ausgesät (ca. vier Pflanzen pro Topf) und unter Langtagbedingungen inkubiert 
(4.11.33). Die ersten Blütenstände wurden abgeschnitten, um die vermehrte Bildung von 
Blütenständen zu stimulieren. Pflanzen, bei denen sich Blütenstände mit möglichst vielen 
ungeöffneten Blüten gebildet haben, sind am besten geeignet und wurden für die unten ste-
hende Prozedur genutzt. 
 
A. tumefaciens-Zellen, welche das zu transformierende Konstrukt trugen, wurden zunächst in 
einer 5 ml Vorkultur (LB-Medium mit Antibiotika) angezogen (24 h, 25 °C). Mit 500 μl der 
Vorkultur wurde eine Großkultur im gleichen Medium angeimpft (400 ml) und für 18-24 h bei 
25 °C unter Schütteln inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (4.000 g, 30 min, RT) 
pelletiert und in Inokulationsmedium zu einer OD600 von 0,8 resuspendiert. Die Blütenstände 
der zu transformierenden Pflanzen wurden für 2-3 s unter leichtem Schwenken in die Zell-
suspension getaucht. Anschließend wurden die Pflanzen für 24-48 h unter einer durchsichti-
gen Plastikabdeckung weiter kultiviert, um eine hohe Luftfeuchte zu ermöglichen. Danach 
wurde die Abdeckung entfernt und die Pflanzen unter Langtagbedingung weiter kultiviert, bis 
die Samen geerntet werden konnten. Diese wurden sterilisiert und auf  
½ MS-Medium mit dem entsprechendem Antibiotikum bzw. Herbizid selektiert (4.11.33). Re-




sistente Pflanzen wurden in Erde umgesetzt, zur Blüte gebracht und die Nachkommenschaft 
weiter analysiert. 
4.11.36 Pathogeninfektion von A. thaliana 
Zur Analyse der Induzierbarkeit synthetischer Promotoren durch Pathogeninfektion wurden 
transgene Arabidopsis-Pflanzen, welche ein Promotor-GUS-Konstrukt tragen, mit verschie-
denen Pathogenen infiziert und die Reportergen-Aktivität mit nicht infizierten Pflanzen vergli-
chen. Die für die Infektionsexperimente verwendeten Pflanzen wurden auf ½ MS-Medium mit 
dem entsprechenden Herbizid unter Kurztagbedingungen angezogen (4.11.33) und zwei 
Wochen nach der Keimung in Erde transferiert. Die weitere Kultivierung erfolgte ebenfalls 
unter Kurztagbedingungen. Die unten beschriebenen Infektionsexperimente wurden an voll 
ausgebildeten Blättern von 5-8 Wochen alten Pflanzen durchgeführt.  
 
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 
Zur Infektion von Arabidopsis-Pflanzen kamen zwei Stämme des hemibiotrophen phytopa-
thogenen Bakteriums P. syringae pv. tomato DC3000 (Pto DC3000) zum Einsatz (4.6). Einer 
der beiden Stämme (Pto DC3000 avrRPM1) trägt das Avirulenzgen avrRPM1, welches in  
A. thaliana Col-0 zu einer inkompatiblen Reaktion führt. Der andere Stamm trägt dieses Gen 
nicht und kann die Pflanze erfolgreich infizieren. Zur Vorbereitung der Infektion wurde der 
entsprechende Stamm auf KB-Medium mit den Antibiotika Kanamycin (50 mg/L ) und Rifam-
picin (50 mg/L) ausgestrichen, 2 Tage bei 25 °C inkubiert und mit einer Einzelkolonie eine 
 5 ml ü.N. Kultur in KB-Medium (mit Antibiotika) angeimpft. Vorgewärmtes frisches Medium  
(50-100 ml) wurde mit 1/50 Volumen aus der Vorkultur angeimpft und für weitere 5-6 h unter 
Schütteln inkubiert (25 °C). Die deutlich bewachsene Kultur wurde durch Zentrifugation bei 
3.000 g (10 min, RT) pelletiert und die Zellen zu einer OD600 von 0,2 in sterilem dH2O resus-
pendiert. Diese Suspension wurde 1:10 weiter verdünnt und wie folgt für die Infektion von 
Arabidopsis-Blättern verwendet. 
 
Die Suspension wurde in eine nadellose 1 ml Spritze aufgezogen, diese auf die abaxiale 
Seite des Blattes aufgesetzt, mit einem Finger leichter Gegendruck ausgeübt und die Flüs-
sigkeit in das Blattgewebe infiltriert. Dabei wurde die Mittelrippe möglichst vermieden und ein 
Bereich von ca. 4-5 mm Durchmesser infiltriert. Dieser Vorgang wurde am selben Blatt bis zu 
viermal an gleichmäßig über das Blatt verteilten Stellen wiederholt. Mit sterilem dH2O infil-
trierte Blätter an derselben Pflanze dienten als Kontrollen. Für die meisten Experimente wur-
den zwei Individuen einer Linie infiziert.  
 




Nach der Infiltration wurden die Pflanzen mit Klarsichtfolie abgedeckt, um eine hohe Luft-
feuchte zu erzeugen. Die weitere Inkubation erfolgte wie zuvor unter Kurztagbedingungen. 
Zwei Tage nach Infektion (2 dpi) wurden die Blätter für qualitative und/oder quantitative 
GUS-Assays geerntet (4.11.39, 4.11.40). 
 
Botrytis cinerea B05.10 
Neben den o.g. Pseudomonas-Stämmen kam auch der nekrotrophe Pilz B. cinerea B05.10 
(4.6) für Infektionsexperimente an Arabidopsis-Pflanzen zum Einsatz. Dieser wurde zunächst 
auf „Kartoffelextrakt-Glucose-Agar“ (PDA-Medium, Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland) ange-
zogen (25 °C). Die Infektion erfolgte mit Modifikationen nach Mengiste et al. (Mengiste et al., 
2003). Hierzu wurden Sporen einer zehn Tage alten Kultur geerntet. Zur Sporenernte wurde 
ca. 10-15 ml Sabouraud Maltose Broth (SMB) auf die entsprechende Petrischale gegossen 
und mit vorsichtigem Druck mittels einer flach angelegten Glaspipette über das Myzel gestri-
chen. Dabei wurden die Sporen freigesetzt. Die so erhaltene Suspension wurde durch zwei 
Lagen Mullkompresse gefiltert und mittels einer Thomakammer die Sporendichte bestimmt. 
Für die Infektion wurde die Suspension auf 1x105 Sporen/ml in SMB eingestellt. 10 μl der 
Suspension wurden auf das zu infizierende Blatt getropft. Dabei wurde die Mittelrippe ver-
mieden. Um ein frühzeitiges Eintrocknen des Tropfens zu verhindern, wurden die so behan-
delten Pflanzen in ein verschlossenes Gefäß mit Klarsichtdeckel gestellt. Um eine sehr hohe 
Luftfeuchte zu garantieren, wurden zusätzlich Bechergläser mit heißem Wasser zu den 
Pflanzen gestellt. Die weitere Inkubation erfolgte in diesen Gefäßen für drei Tage bei Kurz-
tagbedingungen. Nach drei Tagen wurden die Blätter geerntet und für qualitative oder quanti-
tative GUS-Assays eingesetzt (4.11.39, 4.11.40). 
4.11.37 Proteinbestimmung nach Bradford 
Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde nach Bradford (Bradford, 1976) durchge-
führt. Die zu vermessenden Proben wurden in der Regel 1:10 bis 1:50 in ddH2O verdünnt (je 
nach zu erwartender Proteinkonzentration) und je 50 μl dieser Verdünnungen in eine durch-
sichtige 96-Well Mikrotiterplatte pipettiert. Dabei wurde jede Probe dreimal vorgelegt. Als 
Blindprobe wurde der Probenpuffer in der entsprechenden Verdünnung vorgelegt. Es folgte 
die Zugabe von 200 μl Bradford-Arbeitslösung pro Probe, Inkubation für 5 min (RT) und an-
schließende sofortige Vermessung der Absorption bei 590 nm (Berthold TriStar LB 941, 0,1 s 
pro Well, Lampenenergie 13.000). Die gemessenen Werte wurden automatisch um den 
Blindwert (Blank) korrigiert.  
 




Zur Bestimmung der Proteinkonzentration anhand der gemessen Absorption wurden Stan-
dardreihen für jeden verwendeten Probenpuffer erstellt. Dazu wurden BSA-Lösungen in 
Konzentrationen von 10-100 μg/ml erstellt. BSA (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) wurde 
dazu in Probenpuffer gelöst, welcher in der gleichen Verdünnung vorlag wie die jeweils zu 
vermessenden Proben. Die für diese Standardreihe gemessenen Absorptionswerte konnten 
dann zur Erstellung einer Regressionsgleichung verwendet werden. Diese wurde zur Be-
stimmung der Konzentration unbekannter Proben verwendet. Die einmal aufgenommene 
Standardkurve wurde solange weiter verwendet, bis ein neues Gebinde des 5x Roti-Quant 
Bradford-Reagenz (Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland) angebrochen wurde. 
4.11.38 Luciferase-Assays 
Je nach zu vermessendem Ausgangsmaterial wurden zwei verschiedene Methoden zur Be-
stimmung der Luciferase-Aktivität verwendet: 
 
Zur Bestimmung der LUC-Aktivität in Proteinextrakten aus Arabidopsis-Protoplasten wurden 
je 20 μl der Proteinüberstände aus Abschnitt 4.11.34 in je ein Well einer weißen 96-Well 
Mikrotiterplatte überführt. Als Blindkontrolle wurden in ein weiteres Well 20 μl 1x Cell Culture 
Lysis Reagent (Promega, Mannheim, Deutschland) pipettiert. Die Messung erfolgte am Ber-
thold TriStar LB 941 Plattenleser. Mittels des geräteeigenen Injektors wurden 100 μl Lucife-
rase Assay Reagent (Promega, Mannheim, Deutschland) in eines der zu messenden Wells 
injiziert. Danach wurde für 15 s die Lumineszenz in 0,1 s Schritten gemessen und durch das 
Gerät am Ende der Messung das Integral unter der Messkurve bestimmt. Dieser Wert wurde 
um den Wert der Blindprobe korrigiert und diente in den weiteren Analysen als Maß für die 
Transfektionseffizienz. Um diese einfacher vergleichen zu können, wurde jeder Wert mittels 
Division durch 5.000.000 RLU normiert. Die so erhaltenen dimensionslosen Werte wurden 
verwendet, um die ebenfalls gemessenen GUS-Aktivitäten hinsichtlich unterschiedlicher 
Transfektionseffizienzen zu korrigieren (4.11.40). 
 
Zur Bestimmung der LUC-Aktivität in Petersilie-Protoplasten wurden die wie unter 4.11.32 
hergestellten Extrakte verwendet. Von jeder Probe wurden je 50 μl (4 μg Protein) in zwei 
Wells einer weißen 96-Well Mikrotiterplatte vorgelegt. Als Blindprobe wurde 
LUC-Extraktionspuffer verwendet. Die Messung erfolgte am Berthold TriStar LB 941 Platten-
leser. Dazu wurden mittels der Injektoren des Plattenlesers 175 μl LUC-Reaktionspuffer und 
50 μl Luciferin-Substratlösung zu der zu vermessenden Probe pipettiert und sofort die Lumi-
neszenz über 15 s gemessen (Messintervall 0,1 s). Die Messwerte einer Probe wurden  
addiert und um den für die Blindprobe gemessenen Wert bereinigt. Analog zum Vorgehen 




bei den Arabidopsis-Protoplasten wurde dann jeder Wert normiert (Division durch  
3.529.052.500 RLU) und als Maß für die Transfektionseffizienz verwendet (4.11.40). Der zur 
Normalisierung verwenderte Wert ist der höchste bisher gemessene Wert in diesem Assay. 
Jeder beliebige andere Wert ist ebenso geeignet, solange immer derselbe Wert zur Normali-
sierung verwendet wird. 
4.11.39 Qualitative GUS-Färbungen 
Die qualitativen GUS-Färbungen einzelner Pflanzenorgane (Blätter, Blüten etc.) und die 
quantitativen GUS-Assays (4.11.40) mit Proteinextrakten aus Arabidopsis- bzw. Peter-
silie-Protoplasten sowie aus Arabidopsis-Blättern erfolgten gemäß Jefferson et al. (1987).  
 
Für qualitative GUS-Assays (Färbungen) wurde das zu färbende Pflanzenmaterial mit 
GUS-Färbepuffer überschichtet, 2-3-mal für je 5 min einer Vakuuminfiltration unterzogen und 
über Nacht bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde das Material in 96 % Ethanol inkubiert 
bis das Chlorophyll entfernt war. Zur Dokumentation und Lagerung wurden die Präparate in 
70 % Ethanol überführt. 
4.11.40 Quantitative GUS-Assays 
Quantitative GUS-Messungen erfolgen durch Fluoreszenzmessungen, bei der die zu ver-
messende Probe mit einer Wellenlänge von 360 nm angeregt und die Emission bei 460 nm 
gemessen wird. Die durch die β-Glucuronidase (GUS) katalysierte Umwandlung von 
4-Methylumbelliferyl-ß-D-glucuronid (4-MUG) in fluoreszierendes 4-Methylumbelliferon 
(4-MU) kann so über die Zeit verfolgt werden. Der Anstieg der gemessenen Fluoreszenz in 
FU/s ergibt sich aus einer linearen Regression über die Messwerte einer Probe im Messzeit-
raum. Mittels einer Standardreihe mit ansteigenden 4-MU-Konzentrationen kann nun der 
Fluoreszenzanstieg (Δ FU pro Zeiteinheit) in die gebildete Produktmenge (pmol 4-MU pro 
Zeiteinheit) umgerechnet werden. Die Produktbildungsgeschwindigkeit pmol 4-MU/min ist ein 
Maß für die Aktivität bzw. Menge der β-Glucuronidase in einer Probe. Die Fluoreszenzmes-
sungen erfolgten im Berthold TriStar LB 941 bei 37 °C und einer Lampenintensität von 6.000. 
Je nach zu vermessender Probe unterscheidet sich das Vorgehen bei der eigentlichen Mes-
sung leicht. Im Folgenden sind daher die Protokolle für die verschiedenen Proben angege-
ben: 
  
Zur Vermessung der Proteinextrakte aus Arabidopsis-Protoplasten (4.11.34) wurden je 25 μl 
einer Probe unverdünnt in zwei Wells einer schwarzen 96-Well Mikrotiterplatte pipettiert und 




mit je 225 μl GUS-Reaktionspuffer (vorgewärmt auf 37 °C) versetzt. Die 96-Well Platte wurde 
im Berthold TriStar LB 941 für 10 min auf 37 °C vorgewärmt. Es folgte eine  
60-minütige Messung (bei 37 °C), bei der jede Probe im Abstand von ca. 5 min vermessen 
wurde. Dazu wurde die jeweilige Probe mit einer Wellenlänge von 360 nm (Lampenintensität 
6.000) angeregt und die Emission bei 460 nm für 1 s gemessen. Die sich ergebenden Werte 
(pmol 4-MU/min) wurden durch die entsprechenden normierten LUC-Werte (4.11.38) divi-
diert, um den Einfluss schwankender Transfektionseffizienzen auszugleichen. Eine Berück-
sichtigung der Proteinkonzentration erfolgte im Gegensatz zur Messung von Extrakten aus 
Petersilie-Protoplasten nicht, da der hier verwendet Lysis-Puffer nicht für Proteinbestimmun-
gen nach Bradford geeignet ist. Weiterhin ist die Proteinkonzentration für andere verfügbare 
Methoden zu gering. Der Einsatz der immer gleichen Protoplastenmenge pro Transfektion 
gleicht diesen Nachteil aber aus. 
 
Zur Vermessung von Extrakten aus Petersilie-Protoplasten (4.11.32) sowie aus Gewebepro-
ben von Arabidopsis-Pflanzen (4.11.36) wurde zunächst die Proteinkonzentration bestimmt 
(4.11.37) und im jeweiligen Probenpuffer auf 80 μg/ml eingestellt. Davon wurden, genau wie 
bei Extrakten aus Arabidopsis-Protoplasten, 25 μl (2 μg Protein) vermessen (s.o.). Da die 
GUS-Aktivitäten in diesen Proben z.T. aber sehr niedrig waren, wurde anstatt 60 min ca. 3 h 
mit einem Messintervall von 15 min gemessen. Bei Vermessung von Extrakten aus Gewe-
beproben Pathogen-infizierter Reportergenpflanzen konnten die erhaltenen Werte direkt in 
pmol 4-MU/(min*mg) umgerechnet werden, da die eingesetzte Proteinkonzentration bekannt 
und keine weitere Normierung oder Korrektur der Werte nötig war. 
 
Die in Petersilie-Protoplasten gemessenen GUS-Aktivitäten wurden mittels der ebenfalls 
bestimmten, normierten LUC-Werte (4.11.38) korrigiert. Dazu wurde jeder GUS-Wert durch 
den entsprechenden normierten LUC-Wert dividiert. Für die Analyse Pep25-behandelter 
Protoplasten wurde ein GUS-Wertepaar (mit bzw. ohne Pep25) nur durch den LUC-Wert der 
Probe dividiert, die nicht mit Pep25 behandelt wurde. Dies war nötig, da die 
Pep25-Applikation unabhängig von der Transfektionseffizienz zu deutlich reduzierten 
LUC-Aktivitäten führte und somit die Ergebnisse evtl. verfälscht würden. Da beide 
LUC-Werte eines Wertepaares aus demselben Transfektionsansatz stammen und erst nach 
der Transfektion aufgeteilt wurden, ist dieses Vorgehen zulässig.  
4.11.41 Analyse von Promotorsequenzen mittels POBO 
Das Web-Tool POBO (http://ekhidna.biocenter.helsinki.fi/poxo/pobo, Kankainen und Holm, 
2004) ermöglicht es, in einem Satz von Sequenzen (z.B. Promotoren koregulierter Gene) 




nach dem Auftreten einer bestimmten Nukleotid-Sequenz zu suchen. Die Häufigkeit der Se-
quenz wird von dem Tool mit einem Hintergrundmodell verglichen. Hierfür können z.B. alle 
Promotorsequenzen des A. thaliana-Genoms ausgewählt werden. Mittels Boot-
strapping-Analyse erstellt das Tool Statistiken (t-Test und ANOVA), um die Signifikanz einer 
möglichen Anreicherung zu ermitteln. Das Tool kann zwei verschiedene Sequenzgruppen 
(z.B. zwei verschiedene Gruppen koregulierter Gene) jeweils mit dem Hintergrundmodell und 
untereinander hinsichtlich der Häufigkeit der gesuchten Sequenz vergleichen. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden Gruppen von jeweils 100 koregulierten Genen analysiert. 
Deutlich mehr als 100 Gene können mit POBO nicht analysiert werden, da es eine Ober-
grenze für die zu analysierende Nukleotid-Anzahl gibt. Die AGIs der jeweiligen Gene wurden 
aus entsprechenden Publikationen extrahiert und die Promotorsequenzen via TAIR 
(http://www.arabidopsis.org/tools/bulk/sequences/index.jsp) heruntergeladen. Die Einstellun-
gen wurden so gewählt, dass zu jeder AGI die ersten 500 bp upstream des TSS bzw. 
upstream des Start-Codons erhalten wurden (TAIR10 Loci Upstream Seq. -500 bp). Die so 
erhaltenen FASTA-Sequenzen wurden als Cluster 1 bzw. Cluster 2 an das POBO Web-Tool 
übergeben. Für die Analyse wurde die Funktion „Search consensus pattern“ aktiviert und die 
gewünschte Sequenz als Suchbegriff eingegeben. Als Hintergrundmodell wurde das  
A. thaliana-Genom (arabidopsis_thaliana_clean) gewählt. Für die Bootstrapping-Analyse 
wurde die Größe der Pseudocluster auf 100 Promotoren und die Zahl der zu generierenden 
Pseudocluster auf 1.000 gesetzt. Die Länge der Sequenzen in den Pseudoclustern wurde 
auf 500 bp festgelegt.  
 
Zur Bewertung der Signifikanz der Ergebnisse wurden die für jeden Cluster-Hintergrund bzw. 
Cluster-Cluster Vergleich ausgegebenen t-Werte (t-Test) in einen p-Wert umgerechnet. Hier-
zu wurden der t-Wert und die Zahl der Freiheitsgrade (beides von POBO ausgegeben) in ein 
online-Tool eingeben (http://www.graphpad.com/quickcalcs/pValue1/). Ein kleiner p-Wert 
(p<0,0001) wird als starker Hinweis darauf gewertet, dass die Null-Hypothese (beide Cluster 
sind gleich) zugunsten der Alternative (die Sequenz ist zwischen beiden Clustern ungleich 
verteilt) verworfen werden kann.  
 
Die zweite statistische Größe, die von POBO ermittelt wird, ist der F-Faktor. Dieser wird mit-
tels einer ANOVA-Analyse berechnet und spiegelt wieder, wie gut das eingegebene Motiv 
zwischen den koregulierten Genen diskriminiert. Je größer der F-Faktor, desto besser ist die 








5.1. Die Pep25-responsive Region in 30I-8_M1S1 bzw. 
27D-10_M1S2 enthält die Kernsequenz der Motivgruppe 27 
Die Sequenzen 30I-8_M1S1 und 27D-10_M1S2 sind im Petersilie-Protoplasten-System res-
ponsiv auf Pep25 (Koschmann et al., 2012). Beide gehören zur Motivgruppe 27 und teilen 
sich die konservierte Kernsequenz GACTTTT bzw. TACTTTT. Um zu klären, ob dieser Teil 
der Sequenzen für die Pep25-Responsivität verantwortlich ist oder z.B. flankierende Se-
quenzen einen Einfluss haben, wurde eine Reihe von mutierten 30I-8_M1S1- bzw. 
27D-10_M1S2-Sequenzen auf Pep25-Responsivität untersucht. Alle Mutationen basieren auf 
einer Transition der jeweiligen Basen. Ausnahmen wurden nur gemacht, wenn es durch die 
Mutationen zur Neubildung möglicherweise relevanter Transkriptionsfaktorbindungsstellen 
(TFBS, z.B. W-Box) kam. Mit Hilfe von Marlies Becker wurden die so erstellten Mutationen 
als Tetramere in pBT10GUS/LUC kloniert (4.11.16) und auf ihre Pep25-Responsivität in Pe-
tersilie-Protoplasten untersucht (4.11.32).  
 
Die für 30I-8_M1S1 erstellten Mutationen sind zusammen mit den flankierenden Linkerse-
quenzen, die bei der Tetramerisierung entstehen, in Abbildung 5 a gezeigt. Da durch die 
Linker auch potentielle neue cis-Sequenzen entstehen können, werden diese so dargestellt, 
wie sie bei einem Tetramer flankierend zu den beiden zentralen Wiederholungen der Einzel-
sequenz auftreten. Die Linkersequenzen vor der ersten bzw. nach der letzten Kopie der Ein-
zelsequenz lauten ACTAGT bzw. ACTAGA. Abbildung 5 b zeigt die Mittelwerte aus allen 
unabhängig durchgeführten Versuchen für die Sequenz 30I-8_M1S1 und die entsprechen-
den Mutationen 1-5 (Anhang 2 zeigt die Einzelwerte dieser und der folgenden Messungen). 
Die Induzierbarkeit der nicht mutierten 30I-8_M1S1-Sequenz dient hier als Vergleichswert. 
Es ist erkennbar, dass lediglich bei Mutation 4 die Pep25-Responsivität erhalten bleibt. Bei 
allen anderen Mutationen ist diese nicht mehr vorhanden bzw. deutlich reduziert. Folglich ist 
der durch die Mutationen 1 bis 3 abgedeckte Bereich essentiell für die Responsivität. Die 
Kernsequenz GACTTTT, die durch Mutation 5 betroffen ist, liegt innerhalb dieses Bereiches 
und ist folglich auch essentiell.Anhang 2 
 
Um eine weitere Eingrenzung des Pep25-responsiven Bereichs zu erlauben, wurden zusätz-
liche Mutationen entworfen, welche auf den durch die o.g. Mutationen abgedeckten Bereich 





Nukleotid (Abbildung 6 a). Auch diese Sequenzen wurden auf ihre Induzierbarkeit durch 
Pep25 untersucht. Die Mittelwerte aus allen unabhängigen Experimenten sind in  
Abbildung 6 b gezeigt (Einzelwerte in Anhang 2) 
 
Abbildung 5: Pep25-Responsivität der Mutationen 1-5 der Sequenz 30I-8_M1S1  
(a) Mutationen 1-5. Die Sequenzveränderungen sind in rot gezeigt, die potentielle Kernsequenz ist 
unterstrichen. Die flankierende Sequenz, die durch die Tetramerisierung entsteht, ist ebenfalls gezeigt 
(grau). (b) Pep25-Responsivität der Mutationen in Petersilie-Protoplasten. Mittelwerte aus je drei un-
abhängigen Experimenten. 
 
Anhand der erhaltenen Werte lässt sich feststellen, dass bei allen untersuchten Mutationen, 
bis auf Mutation 6, die Pep25-Responsivität verloren geht bzw. sehr deutlich reduziert ist. Die 
vier durch Mutation 6 betroffenen Nukleotide sind daher für die Induktion durch Pep25 nicht 
essentiell. Es verbleiben somit 12 Nukleotide die für die Responsivität notwendig erscheinen 
(Abbildung 6, roter Rahmen). Diese 12 Nukleotide enthalten die potentielle Kernsequenz 
GACTTTT der Motivgruppe 27.  
 
30I-8_M1S1 tctagt ACAACAGACGACTTTTCATAATTCA tctagt
Mut1 tctagt GTGGTGAG----------------- tctagt
Mut2 tctagt ------AGTAGTCC----------- tctagt
Mut3 tctagt ------------CCCCTGCG----- tctagt
Mut4 tctagt ------------------CGGCCTG tctagt
































Abbildung 6: Pep25-Responsivität der Mutationen 6-10 der Sequenz 30I-8_M1S1 
(a) Mutationen 6-10. Die Sequenzveränderungen sind in rot gezeigt. Die potentielle Kernsequenz ist 
unterstrichen und der identifizierte Pep25-responsive Bereich eingerahmt. Die flankierende Sequenz, 
die durch die Tetramerisierung entsteht, ist ebenfalls gezeigt (grau). (b) Pep25-Responsivität der Mu-
tationen in Petersilie-Protoplasten. Mittelwerte aus je zwei unabhängigen Experimenten. 
 
Analog zum obigen Vorgehen wurden auch für die Sequenz 27D-10_M1S2 zunächst fünf 
Mutationen entworfen, welche mit Überlappungen die gesamte Sequenz abdecken 
(Abbildung 7 a). Mit Hilfe von Marlies Becker wurde auch diese Serie von Mutationen in Pe-
tersilie-Protoplasten auf Ihre Pep25-Responsivität untersucht. Abbildung 7 b zeigt die Ergeb-
nisse im Vergleich zur unveränderten 27D-10_M1S2-Sequenz (Einzelwerte aller Mutationen: 
Anhang 3). In diesem Fall ist erkennbar, dass nur die Mutationen 2, 3 und 5 einen vollständi-
gen Verlust der Pep25-Responsivität bewirken. Diese Mutationen und damit der essentielle 
Sequenzabschnitt, erstrecken sich über einen 16 Nukleotide umfassenden Bereich. 
 
30I-8_M1S1 tctagt ACAA CAGACGACTTTT CATAATTCA tctagt
Mut6 tctagt GTGG ------------ --------- tctagt
Mut7 tctagt ---G TGA--------- --------- tctagt
Mut8 tctagt ---- --AGTA------ --------- tctagt
Mut9 tctagt ---- -----AGTC--- --------- tctagt
































Abbildung 7: Pep25-Responsivität der Mutationen 1- 5 von 27-D10_M1S2 
(a)  Sequenzen verschiedener Mutationen der 27D-10_M1S2-Sequenz. Zur besseren Vergleichbarkeit 
sind die Originalsequenz sowie die Mutationen bezogen auf die Promotorsequenz des zugehörigen 
Gens revers komplementär angegeben. Entsprechend sind auch die Linkersequenzen aus dem syn-
thetischen Promotor revers komplementär. Dies gilt auch für alle weiteren Abbildungen mit 
27D-10_M1S2. Die potentielle Kernsequenz ist unterstrichen und die Sequenzveränderungen sind rot 
gezeigt. Die flankierende Sequenz, die durch die Tetramerisierung entsteht, ist ebenfalls gezeigt 
(grau). (b) Pep25-Responsivität der Mutationen in Petersilie-Protoplasten. Mittelwerte aus je drei un-
abhängigen Experimenten. 
 
Zur weiteren Eingrenzung des Pep25-responsiven Bereichs, wurden auch hier fünf zusätzli-
che Mutationen (jeweils 4 bp) entworfen (Abbildung 8 a) und auf gleiche Weise in Peter-
silie-Protoplasten analysiert. Anders als bei 30I-8_M1S1 ergibt die Analyse dieser Mutations-
serie, dass eine weitere Eingrenzung der für die Pep25-Responsivität nötigen Sequenz auf 
diese Weise nicht möglich ist: Alle fünf Mutationen bewirken einen vollständigen Verlust der 
Aktivierbarkeit durch Pep25-Applikation (Abbildung 8 b). Die Pep25-responsive Region er-
streckt sich somit auf 16 Nukleotide (Abbildung 8 a, roter Rahmen). 
 
 
27D-10_M1S2 actaga CTCAAAGAATACTTTTCAAAGTGAACA actaga
Mut1 actaga --------------------ACAGGAC actaga
Mut2 actaga -------------CCCTGGGAC----- actaga
Mut3 actaga ------AGGCGTCCC------------ actaga
Mut4 actaga ACTGGGAG------------------- actaga

































Abbildung 8: Pep25-Responsivität der Mutationen 6-10 von 27D-10_M1S2  
(a)  Sequenzen verschiedener Mutationen der 27D-10_M1S2-Sequenz. Die potentielle Kernsequenz 
ist unterstrichen und die Sequenzveränderungen sind in rot gezeigt. Die flankierende Sequenz, die 
durch die Tetramerisierung entsteht, ist ebenfalls gezeigt (grau). Die durch Mutationsanalyse einge-
grenzte Pep25-responsive Region ist eingerahmt. (b) Pep25-Responsivität der Mutationen in Petersi-
lie-Protoplasten. Mittelwerte aus je drei unabhängigen Experimenten. 
 
Wie auch bei 30I-8_M1S1 enthalten die essentiellen Nukleotide der 27D-10_M1S2-Sequenz 
den in Motivgruppe 27 hoch konservierten Kernbereich. In 27D-10_M1S2 handelt es sich 
dabei aber um die leicht abgewandelte TACTTTT-Sequenz (Abbildung 8). Ein Vergleich der 
beiden Sequenzen zeigt, dass der Pep25-responsive Bereich beider Sequenzen überlappt, 
bzw. sehr ähnlich ist (Abbildung 9). Der überlappende Bereich enthält die Gruppe 27-Kern-
sequenz. Folglich könnte diese ausschlaggebend für die Pep25-Responsivität sein. 
 
Abbildung 9: Alignment der 30I-8_M1S1- und 27D-10_M1S2-Sequenzen 
Identische Nukleotide sind in Großbuchstaben gedruckt, Abweichungen und die Linkersequenz (grau) 
in Kleinbuchstaben. Die Pep25-responsive Region ist jeweils eingerahmt. 
27D-10_M1S2 actaga CTCAAA GAATACTTTTCAAAGT GAACA actaga
Mut6 actaga ------ ------------GGAC ----- actaga
Mut7 actaga ------ ---------CTGG--- ----- actaga
Mut8 actaga ------ ------CCCC------ ----- actaga
Mut9 actaga ------ ---CGTC--------- ----- actaga




























30I-8_M1S1 tctagt acaA cA GAcgACTTTT CAtAaT tcA tctagt





5.2. 30I-8_M1S1 und 27D-10_M1S2 vermitteln eine leichte Reporter-
genaktivität in nicht Pathogen-infizierten Arabidopsis-Pflanzen 
Vor dem Hintergrund der bei Koschmann (Koschmann et al., 2012) beschriebenen 
Pep25-Responsivität der cis-Sequenzen 30I-8_M1S1 und 27D-10_M1S2 sowie der in dieser 
Arbeit erhaltenen Ergebnisse, sollte die Übertragbarkeit der Funktionalität dieser Sequenzen 
in andere Systeme untersucht werden. Ein wichtiges Experiment war dabei die im Rahmen 
der vorliegenden Arbeit durchgeführte Funktionsanalyse mittels Agrobacterium-Infiltration an 
Nicotiana benthamiana. Beide cis-Sequenzen vermitteln in diesem heterologen System Re-
portergenaktivität. Die entsprechenden Ergebnisse sind bei Koschmann et al. publiziert  
(Koschmann et al., 2012) und in Anhang 4 gezeigt. Die Funktionalität in diesem zweiten, 
heterologen System war eine wichtige Voraussetzung für weitere Untersuchungen im homo-
logen System A. thaliana. Auch in Arabidopsis sollte nun geklärt werden, ob die neuen 
cis-Sequenzen funktionell sind bzw. Pathogen-Responsivität vermitteln.  
 
Zunächst wurde untersucht, ob die synthetischen Promotoren auch ohne Pathogeninfektion 
Reportergenaktivität vermitteln. Es wurden hierfür die in Abschnitt 4.11.15 beschriebenen 
T-DNA-Vektoren erstellt. Diese tragen die jeweilige cis-Sequenz als Tetramer vor dem  
uidA (GUS)-Reportergen und wurden mittels der Floral Dip Methode (4.11.35) in A. thaliana 
Col-0-Pflanzen transformiert. Als Kontrollen wurden neben den beiden zu untersuchenden 
Sequenzen auch die Konstrukte 4xD-pGPTV_bar, TATA-pGPTV_bar und 35S-pGPTV_bar 
in A. thaliana transformiert. Bei 4xD handelt es sich um eine bereits als Pathogen-responsiv 
beschriebene Sequenz (Rushton et al., 2002). TATA-pGPTV_bar trägt den 
35S-Minimalpromotor (TATA-Box) aus pBT10-GUS vor dem GUS-Gen, während 
35S-pGPTV_bar den vollständigen 35S-Promotor enthält. Die Selektion auf transgene Pflan-
zen mittels Phosphinotricin führte zur Identifikation der in Anhang 5 aufgelisteten Primär-
transformanden (T0). Nach Selbstung der T0-Pflanzen wurden die erhaltenen Samen erneut 
auf Selektionsmedium ausgesät, um das Verhältnis von resistenten (transgenen) zu sensiti-
ven (nicht-transgenen) Pflanzen in der T1-Generation und damit die Zahl der T-DNA-Loci zu 
bestimmen (Anhang 5).  
 
Die so erhaltenen transgenen Linien wurden zunächst mittels histochemischer GUS-Assays 
(4.11.39) hinsichtlich der Grundaktivität der enthaltenen Promotor-Reportergenkonstrukte 
untersucht. Dazu wurden Keimlinge unter sterilen Bedingungen auf Selektionsmedium ange-
zogen (Langtagbedingungen) und sieben bzw. 14 Tage nach Keimung einer GUS-Färbung 





transferiert und ebenfalls unter Langtagbedingungen weiter inkubiert. Im Alter von sechs bis 
acht Wochen wurden die Wurzeln, Blätter, Stängel, Blüten sowie reife Samenschoten eben-
falls einer GUS-Färbung unterzogen.  
 
Die Kontrollen TATA-pGPTV_bar und 35S-pGPTV_bar zeigen bei den Färbungen der sieben 
bzw. 14 Tage alten Keimlinge das erwartete Bild. Während der Minimalpromoter keine histo-
chemisch nachweisbare GUS-Aktivität vermittelt, zeigen die fünf 35S-pGPTV_bar Linien eine 
Blaufärbung (Anhang 6). Diese fällt je nach Linie sehr unterschiedlich aus, was vermutlich 
mit Positionseffekten und der Zahl der T-DNA-Loci zusammen hängt. Auf eine Untersuchung 
der TATA und 35S-Konstrukte in adulten Pflanzen wurde verzichtet. Stattdessen wurden die 
Linien TATA #5 und 35S #5 als technische Kontrollen in den entsprechenden Experimenten 
zur Untersuchung der synthetischen Promotoren 30I-8_M1S1 und 27D-10_M1S2 mitgeführt. 
 
Die Analyse der vier 4xD-Linien ergab in nahezu allen Präparaten keine nachweisbare 
GUS-Aktivität in den Keimlingen. Auch die Färbungen an adulten Pflanzen belegen, dass nur 
wenig Grundaktivität vorliegt. Es treten zwar an einzelnen Präparaten leichte Blaufärbungen 
auf (vgl. Anhang 7), diese sind aber weder für die Präparate einer Linie noch für alle anderen 
untersuchten Linien repräsentativ. 
 
Die Analyse der Grundaktivität in den 30I-8_M1S1-Linien im Keimlingsstadium (sieben und 
14 Tage) ergibt ein heterogenes Bild. In fast allen Linien ist eine Färbung in mindestens ei-
nem der untersuchten Individuen feststellbar. Diese tritt allerdings unregelmäßig in Blättern, 
Wurzeln und Hypokotyl auf und ist meist schwach. Weiterhin ist die Färbung häufig nicht 
flächig, sondern konzentriert sich auf kleinere Bereiche (Bsp. in Abbildung 10 a, alle Bilder in 
Anhang 8). Insgesamt deuten die Ergebnisse auf eine Grundaktivität des synthetischen 
Promotors in den Keimlingen hin. Bei der Färbung von Organen adulter Pflanzen verdeutlicht 
sich dieses Bild (Bsp. in Abbildung 10 b, Anhang 9). Zusammenfassend treten hier deutliche-
re Färbungen hauptsächlich in den Blättern sowie im Stängel auf. Auch diese treten zumeist 
nicht flächig auf, sondern betreffen z.B. nur Teile des Blattes. In adulten Pflanzen scheint die 
beobachtete Grundaktivität also erhalten zu bleiben und evtl. sogar verstärkt zu sein. Diese 
ist allerdings auch hier heterogen. 
 
Die 27D-10_M1S2-Linien wurden analog zu 30I-8_M1S1 den GUS-Färbungen zur Bestim-
mung der Hintergrundaktivität unterzogen. Insgesamt zeigen die Pflanzen im Keimlingsstadi-
um ähnlich wie 30I-8_M1S1 leichte Grundaktivität, welche insgesamt aber weniger häufig zu 
beobachten ist (Abbildung 11 a, Anhang 10). Diese Beobachtung setzt sich auch in den Or-





schwache Färbung in den Blättern auf. Stängel, Wurzel, Blüten und Samenschoten zeigen 
keine Färbungen (Bsp. in Abbildung 11 b, alle Fotos in Anhang 11). 
 
Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die meisten 30I-8_M1S1- und 27D-10_M1S2-Linien 
in Arabidopsis in Abwesenheit von Pathogenen eine leichte bzw. keine Aktivität des Repor-
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Abbildung 10: GUS-Färbungen zur Bestimmung der Hintergrundaktivität in transgenen 
30I-8_M1S1-Pflanzen 
(a) Färbung von sieben bzw. 14 Tage alten Keimlingen aus Sterilkultur. (b) Färbung von Blättern und 







Abbildung 11: GUS-Färbungen zur Bestimmung der Hintergrundaktivität in transgenen 
27D-10_M1S2-Pflanzen 
(a) Färbung von sieben bzw. 14 Tage alten Keimlingen aus Sterilkultur. (b) Färbung von Blättern und 
























5.3. 30I-8_M1S1- und 27D-10_M1S2-Pflanzen zeigen bei  
B. cinerea-Infektion eine leichte Pathogen-Responsivität  
Neben der basalen Aktivität der synthetischen Promotoren 30I-8_M1S1 und 27D-10_M1S2 
in Abwesenheit von Pathogenen (vgl. 5.2) ist besonders eine mögliche Patho-
gen-Responsivität der Sequenzen interessant. Um zu untersuchen, ob durch Infektion mit 
Pathogenen eine Induktion der Reportergenaktivität erreicht werden kann, wurden daher 
verschiedene transgene Arabidopsis-Linien unterschiedlichen Pathogeninfektionen ausge-
setzt (4.11.36). Die dabei verwendeten Pathogene waren der nekrotrophe Pilz B. cinerea 
sowie eine virulente und eine avirulente Form des bakteriellen, hemibiotrophen Pathogens  
P. syringae pv. tomato DC3000 (Pto DC3000). Die Infektionen mit den verschiedenen Pa-
thogenen erfolgten wie unter Abschnitt 4.11.36 beschrieben. Die infizierten Blätter bzw. die 
nicht infizierten Kontrollblätter wurden zwei Tage nach Infektion (2 dpi, bei Pto 
DC3000-Infektionen) bzw. drei Tage nach Infektion (3 dpi, bei B. cinerea-Infektionen) geern-
tet. Es wurden anschließend qualitative GUS-Färbungen bzw. quantitative GUS-Messungen 
durchgeführt (4.11.39 und 4.11.40). Als Kontrollen dienten dabei stets 35S-, TATA- und 
4xD-pGPTV_bar-Pflanzen. Die 35S- und TATA-Pflanzen (jeweils Linie 5) dienten als techni-
sche Kontrollen für die GUS-Assays, während eine transgene 4xD-Linie als Positivkontrolle 
für die Pathogen-Responsivität eingesetzt wurde. Hierbei wurden stets Pflanzen der 4xD 
Linie 3 verwendet, da diese durch die Pathogeninfektionen besonders stark induziert sind 
(Daten nicht gezeigt). Für die Infektionsexperimente wurden von den zur Verfügung stehen-
den 30I-8_M1S1- bzw. 27D-10_M1S2-Linien jeweils fünf ausgewählt, welche nur einen 
T-DNA Locus tragen (vgl. Anhang 5). Dies sind bei 30I-8_M1S1 die Linien 3, 6, 8, 13 sowie 
14 und bei 27D-10_M1S2 die Linien 1, 4, 7, 9 und 12. 
 
Bei Infektion der 30I-8_M1S1-Pflanzen mit B. cinerea trat bei keiner der untersuchten Linien 
eine reproduzierbare Färbung an den Infektionsstellen auf. Zwar zeigen einige Blätter 
schwach blaugefärbte Bereiche, diese treten aber auch an nicht infizierten Kontrollen auf und 
sind nicht mit der Infektionsstelle zu assoziieren. Abbildung 12 zeigt einige ausgewählte Bil-
der sowie zum Vergleich die Kontrollen 4xD und 35S (Alle übrigen Bilder finden sich im An-
hang 12.) Erkennbar ist, dass bei den Blättern der technischen Kontrolle (35S-Pflanzen) eine 
deutliche Blaufärbung an infizierten sowie nicht infizierten Blättern vorhanden ist. Außerdem 
ist erwartungsgemäß GUS-Aktivität in den infizierten Blättern der 4xD-Kontrolle nachweisbar. 






Da die GUS-Färbungen nur eine begrenzte Sensitivität haben, wurden parallel quantitative 
Messungen der GUS-Aktivität in infizierten sowie nicht infizierten Blättern durchgeführt. Die 
in Abbildung 13 gezeigten Mittelwerte aus zwei unabhängigen Experimenten zeigen, dass in 
allen fünf untersuchten 
30I-8_M1S1-Linien nach In-
fektion mit B. cinerea eine 
erhöhte GUS-Aktivität mess-
bar ist. Die Stärke der Induk-
tion sowie die absoluten Wer-
te fallen dabei je nach Linie 
deutlich unterschiedlich aus. 
Das Verhältnis von induzier-
ten zu nicht induzierten 
GUS-Aktivitäten (Induktions-
faktor) bewegt sich bei den 
fünf Linien zwischen 1,2 und 
7,6 (vgl. Anhang 12). Im Ver-
gleich zu den Kontrollen 35S 
und 4xD (infiziert) fallen die 
GUS-Aktivitäten sehr niedrig 
aus (vgl. Abbildung 13).  
Während die verwendeten 
Kontrollen einige Tausend  
pmol 4-MU*min-1*mg-1 und 
einen Induktionsfaktor von 
54,8 (4xD) erreichen, liegen 
die entsprechenden Werte 
der 30I-8_M1S1-Linien fast 
alle deutlich unter 500 pmol 
4-MU*min-1*mg-1. 
 
Diese sehr schwachen 
GUS-Aktivitäten sind offen-
sichtlich mit den in Abbildung 
12 gezeigten GUS-Färbungen 










Abbildung 12: GUS-Färbungen an B. cinerea infizierten bzw. 
nicht infizierten Blättern verschiedener 30I-8_M1S1-Linien 
Zum Vergleich sind die Kontrollen 4xD bzw. 35S gezeigt. Die Pfei-





zuweisen. Die quantitativen Messungen alleine zeigen dennoch eine Induktion von 
30I-8_M1S1 durch B. cinerea, auch wenn diese sich in sehr niedrigen Bereichen bewegt. 
 
Neben Infektionen mit dem nekrotrophen Pilz B. cinerea wurden auch Infektionen mit zwei 
Stämmen des hemibiotrophen Bakteriums P. syringae pv. tomato DC3000 (virulent bzw.  
avirulent) an den 30I-8_M1S1-Reporterlinien durchgeführt. Auch hier ergibt sich aus den 
GUS-Färbungen infizierter Blätter kein klares Ergebnis. Zwar treten an einigen infizierten 
Blättern Blaufärbungen auf, allerdings sind diese entweder nicht eindeutig mit der Infektion 
assoziiert (d.h. die nicht infizierte Kontrolle weist auch Färbung auf), oder aber die Färbun-
gen waren nicht reproduzierbar (vgl. Anhang 13 und Anhang 14). 
 
Abbildung 13: Ergebnisse der quantitativen GUS-Messungen an B. cinerea infizierten bzw. 
nicht infizierten 30I-8_M1S1-Pflanzen 
GUS-Aktivität in infizierten bzw. nicht infizierten Blättern (3 dpi). Gezeigt sind Mittelwerte aus zwei 
unabhängigen Experimenten. 
 
Aus den o.g. Gründen wurden zusätzlich quantitative GUS-Messungen durchgeführt (Mittel-
werte in Abbildung 14, Einzelwerte in Anhang 13 und Anhang 14). Die GUS-Aktivitäten in  
Pto DC3000 (virulent)-infizierten Blättern unterscheiden sich im Mittel nicht von denen in 
nicht infizierten Blättern (Abbildung 14 a). Ein ähnliches Bild ergibt sich bei Infektion mit dem 
avirulenten Pto DC3000 avrRPM1-Stamm (Abbildung 14 b). Zwar zeigen die Linien 3, 6 und 






























als nach Infektion mit B. cinerea (vgl. Abbildung 13). Auch hier wird beim Vergleich mit den 
Kontrollen 35S und 4xD deutlich, dass die absoluten GUS-Aktivitäten die in den 
30I-8_M1S1-Linien erreicht werden, nur gering sind und mindestens eine 10er-Potenz unter 
den in den Kontrollen gemessenen Werten liegen.  
 
Abbildung 14: Ergebnisse der quantitativen GUS-Messungen an Pto DC3000 infizierten bzw. 
nicht infizierten 30I-8_M1S1-Pflanzen 
GUS-Aktivität in infizierten bzw. nicht infizierten Blättern (2 dpi). Gezeigt sind Mittelwerte aus drei 





































































sich aus den obigen Ergeb-
nissen, dass die Sequenz 
30I-8_M1S1 in transgenen 
Arabidopsis-Linien bei Infek-
tion mit B. cinerea eine In-
duktion des Reportergens 
vermitteln kann. Diese fällt 
bei Infektion mit dem nekro-
trophen Pilz deutlicher aus 
als bei Infektion mit dem 
hemibiotrophen Bakterium 
Pto DC3000 avrRPM1. Im 
Vergleich zu der Kontrolle 
4xD ist die Induktion sowohl 
bei Betrachtung des Indukti-
onsfaktors als auch der ab-
soluten Werte gering.  
 
Wie 30I-8_M1S1 wurden 
auch die 27D-10_M1S2-Li-
nien auf Induktion des Re-
portergens GUS durch In-
fektion mit verschiedenen 
Pathogenen untersucht. Bei 
Infektion mit B. cinerea 
konnte dabei mittels 
GUS-Färbung ein reprodu-
zierbarer Nachweis von Re-
portergenaktivität in den Li-
nien 1 und 9 erbracht werden 
(Abbildung 15, Anhang 15). 
Die beobachtete Färbung ist 
allerdings nur schwach, besonders im Vergleich mit den Kontrollen 35S bzw. 4xD. Die übri-
gen untersuchten Linien (4, 7 und 12) zeigen keine oder eine nicht reproduzierbare Färbung 
(Abbildung 15, Anhang 15). Zur weiteren Bestätigung der Induktion wurden daher auch in 
diesem Fall quantitative Messungen zur Bestimmung der Reportergenaktivität vorgenom-
Abbildung 15: GUS-Färbungen an B. cinerea infizierten bzw. 
nicht infizierten Blättern verschiedener 27D-10_M1S2-Linien. 
Zum Vergleich sind die Kontrollen 4xD bzw. 35S gezeigt. Die Pfeile 





men. Dabei bestätigt sich die in Linie 1 und 9 beobachtete Induktion und es wird erkennbar, 
dass auch Linie 4 und 7 deutlich durch B. cinerea Infektion induziert sind (Abbildung 16). Die 
an infizierten Blättern gemessenen Werte bewegen sich im Bereich von  
300-600 pmol 4-MU*min-1*mg-1 (Mittelwert aus zwei unabhängigen Experimenten. Einzelwer-
te in Anhang 15). Linie 12 zeigt fast gar keine GUS-Aktivität und ist dementsprechend auch 
nicht induziert. Die Induktionsfaktoren liegen zwischen 2,3 und 14,1 Wie auch bei 
30I-8_M1S1 sind die für 27D-10_M1S2 gemessenen absoluten Werte im Vergleich zu den 
Kontrollen 4xD- und 35S-GUS sehr gering. 4xD erreicht im induzierten Zustand ca.  
5.100 pmol 4-MU*min-1*mg-1. Dies entspricht einem Induktionsfaktor von 27,1.  
 
Abbildung 16: Ergebnisse der quantitativen GUS-Messungen an B. cinerea infizierten bzw. 
nicht infizierten 27D-10_M1S2-Pflanzen 
GUS-Aktivität in infizierten bzw. nicht infizierten Blättern (3 dpi). Gezeigt sind Mittelwerte aus zwei 
unabhängigen Experimenten. 
 
Weitere Infektionsexperimente mit den beiden Pto DC3000 Stämmen (virulent/avirulent) und 
anschließende GUS-Färbungen zeigen, dass bei Infektion der 27D-10_M1S2-Linien keinerlei 
histochemisch nachweisbare GUS-Aktivität vorliegt (Anhang 16, Anhang 17). Die quantitative 
Bestimmung der GUS-Aktivität bestätigt diese Ergebnisse. Die Reportergenaktivität bewegt 
sich bei den entsprechenden Linien auf einem sehr niedrigen Niveau und im Mittel aus zwei 
unabhängigen Experimenten ist keine erhöhte Aktivität in Pto DC3000 (virulent) infizierten 
Blättern festzustellen (Abbildung 17 a, Anhang 16). Ein ähnliches Ergebnis ist bei Verwen-
dung der avirulenten Pto DC3000 avrRPM1 Bakterien zu beobachten: Die GUS-Aktivität liegt 
auf einem vergleichbar niedrigen Niveau. Allerdings ist in den Linien 1 und 4 eine leichte 






























ner der übrigen drei Linien zeigt, kann daraus nicht geschlossen werden, ob es sich um eine 
27D-10_M1S2 vermittelte Induktion handelt. In Kombination mit den GUS-Färbungen ist so-
mit gezeigt, dass 27D-10_M1S2 in Arabidopsis unter den getesteten Bedingungen nur durch 
B. cinerea, nicht aber durch Pto DC3000 (virulent) induzierbar ist. Eine äußerst schwache 
Induktion tritt eventuell mit dem avirulenten Pto DC3000 avrRPM1-Stamm auf. Ein ähnlicher 
Effekt wurde auch bei Sequenz 30I-8_M1S1 beobachtet.  
 
Abbildung 17: Ergebnisse der quantitativen GUS-Messungen an Pto DC3000 infizierten bzw. 
nicht infizierten 27D-10_M1S2-Pflanzen 
GUS-Aktivität in infizierten bzw. nicht infizierten Blättern (2 dpi). Gezeigt sind Mittelwerte aus zwei 



























































Trotz der relativ schwachen Pathogen-Induzierbarkeit der beiden hier untersuchten syntheti-
schen Promotoren, korrelieren die Ergebnisse gut mit der bioinformatischen Identifizierung 
der cis-Sequenzen. Bei dieser wurde der Schwerpunkt auf pilzliche Pathogene bzw. MAMPs 
gelegt (Koschmann et al., 2012). Die beiden synthetischen Promotoren sind schwach, aber 
deutlich durch den Pilz B. cinerea induziert. 
5.4. WRYK70, SPL7 und JAG sind potentielle Regulatoren der  
untersuchten Sequenzen 
Die zuvor beschriebenen Sequenzen 30I-8_M1S1 und 27D-10_M1S2 stammen aus Patho-
gen-responsiven Promotoren aus A. thaliana. Beide zeigen in Petersilie-Protoplasten und 
transgenen Arabidopsis-Pflanzen eine Pep25- bzw. leichte Pathogen-Responsivität. Ein Ziel 
der vorliegenden Arbeit war es, die Transkriptionsfaktoren, die an die beiden cis-Sequenzen 
binden, zu identifizieren. Zur Identifikation dieser Transkriptionsfaktoren wurden Yeast 
One-Hybrid-Screenings durchgeführt. Um Yeast One-Hybrid-Screenings zu testen und zu 
optimieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Screening durchgeführt, welches zur Identifi-
kation von NtERF5 führte. Dieser TF bindet ein regulatorisches Element in einem anaerob 
induzierten Promotor. Die Ergebnisse sind publiziert und haben einen wichtigen Beitrag zur 
Etablierung dieser Methode geleistet (Niemeyer et al., 2011).  
 
In den Yeast One-Hybrid-Screenings mit 30I-8_M1S1- bzw. 27D-10_M1S2-Bait-Vektoren 
wurden verschiedene cDNA-Bibliotheken gescreent. Bei diesen Bibliotheken handelte es 
sich zum einen um selbst erstellte cDNA-Bibliotheken aus Gesamt-RNA aus A. thaliana und 
zum anderen um bereits existierende Bibliotheken, die ausschließlich Arabidopsis-Trans-
kriptionsfaktoren enthalten. Bei letzteren handelte es sich um die REGIA-Library (Paz-Ares, 
2002) sowie um die bei Mitsuda et al. (Mitsuda et al., 2010) beschriebene TF-only Library. 
Bis auf die Screenings mit der TF-only Library waren die Versuche jedoch nicht erfolgreich 
und werden hier daher nicht weiter beschrieben. 
 
Bestimmung der Hintergrundaktivität der Bait-Konstrukte in Hefe 
Für ein erfolgreiches Yeast One-Hybrid-Screening muss zunächst ein Bait-Konstrukt erstellt 
und in Hefezellen auf Hintergrundaktivität getestet werden. Für die hier durchgeführten 
Screenings wurden die unter 4.11.17 beschriebenen Konstrukte 4x30I-8_M1S1_pHis2.1 und 
4x27D-10_M1S2_pHis2.1 erstellt. Sie enthalten Tetramere der Bait-Sequenz vor dem 
HIS3-Reportergen. Alle Konstrukte wurden in Y1HGold-Hefezellen transformiert und wie 





aktivität bestimmt. Eine Konzentration von 50 mM 3-AT ist ausreichend, um die Hintergrund-
aktivität der pHis2.1-Konstrukte zu inhibieren (Abbildung 18).  
 
 
Abbildung 18: Bestimmung der 3-AT-Konzentration zur Eli-
minierung des Hintergrundwachstums  
Die entsprechenden Bait-Konstrukte wurden im Hefestamm 
Y1HGold kloniert und auf SD –Trp/-His + 3-AT getestet. 
 
 
Screening mit der 30I-8_M1S1-Bait-Sequenz 
Für das Screening nach Transkriptionsfaktoren, die an die 30I-8_M1S1-Sequenz binden, 
wurde ein Y1HGold-Stamm erstellt, welcher zusätzlich zum episomalen 
4x30I-8_M1S1_pHis2.1-Plasmid auch das integrative 2x30I-8_M1S1_pAbAiLIC-Konstrukt 
trägt. Das erste Screening wurde dabei mittels des pHis2.1-Konstruktes durchgeführt. Das 
zweite Bait-Konstrukt war für eine eventuelle zweite Stufe des Screenings gedacht, kam al-
lerdings nicht zum Einsatz und ist daher hier nicht weiter beschrieben. Die Transformation 
des Bait-Stammes mit der TF-only Library und das anschließende Screening auf 
SD-Leu/-Trp/-His/-Ura + 50 mM 3-AT wurde, wie in Kapitel 4.11.30 beschrieben, durchge-
führt. Insgesamt wurden auf diese Weise ca. 33.000 Klone gescreent. Dies entspricht bei ca. 
1.500 verschiedenen Klonen in der TF-only Library theoretisch einer 22-fachen Abdeckung. 
Wie unter 4.11.30 beschrieben, wurden die am schnellsten wachsenden Klone identifiziert. 
Dabei handelte es sich um 187 Klone, die durch wiederholtes Replika-Plattieren (4.11.30) 
auf Selektionsmedium mit 50 mM 3-AT verifiziert wurden. Auch nach Erhöhung der 
3-AT-Konzentration auf 100 mM verblieben noch 185 Klone, die im Folgenden mittels Kolo-
nie-PCR analysiert wurden. Abbildung 19 zeigt beispielhaft das Ergebnis einer Gelelektro-
phorese einiger Kolonie-PCRs. Bei einigen Klonen konnte kein Amplifikat erhalten werden, 
während die anderen fast ausschließlich PCR-Produkte der scheinbar gleichen Größe zei-
gen. Insgesamt sind 84 der 106 PCR-Produkte anhand der Größe nicht unterscheidbar (nicht 
gezeigt). 









Abbildung 19: Beispielhaftes Ergebnis der Kolonie-PCR mit positiven Klonen aus dem Yeast 
One-Hybrid-Screening mit 30I-8_M1S1 
M: 1 kb DNA-Leiter; 1-28: Proben verschiedener Klone 
 
Eine Stichprobe von insgesamt 34 PCR-Produkten wurde sequenziert, um den entsprechen-
den cDNA-Klon bestimmen zu können. Außerdem wurden aus drei weiteren Klonen, bei de-
nen die PCR nicht erfolgreich war, die Plasmide isoliert und das Library-Plasmid in E. coli 
retransformiert. Nach Plasmidpräparation aus E. coli wurden diese ebenfalls zur Sequenzie-
rung eingeschickt. Tabelle 2 fasst die Ergebnisse aus 33 erfolgreichen Sequenzierungen 
zusammen. Insgesamt beinhalten 22 der untersuchten Klone die WRKY70-cDNA, 6 weitere 
Klone die WRKY53-cDNA und drei Klone die SPL7-cDNA. Letztere stammen aus der Se-
quenzierung der Klone, welche kein PCR-Produkt ergaben. Weiterhin tritt je einmal ABR1 
bzw. SPL4 auf. 
 
Tabelle 2: Zusammenfassung der Ergebnisse aus dem Yeast One-Hybrid-Screening mit 
30I-8_M1S1 
AGI Name Anzahl  
At3g56400 WRKY transcription factor 70 (WRKY70) 22 
At4g23810 WRKY transcription factor 53 (WRKY53) 6 
At5g18830 Squamosa promoter-binding-like protein 7 (SPL7) 3 
At1g53160 Squamosa promoter-binding-like protein 4 (SPL4) 1 
At5g64750 Ethylene-responsive transcription factor ABR1 1 
 
Auf Grund des wiederholten Auftretens der Transkriptionsfaktoren WRKY70, WRKY53 und 
SPL7 wurde in den weiteren Analysen der Schwerpunkt auf diese drei Proteine gelegt. Der 
erste Schritt war hierbei, die Interaktion zwischen dem jeweiligen TF und der Bait-Sequenz 
zu verifizieren. Zu diesem Zweck wurde das entsprechende Library-Plasmid aus den positi-
ven Hefeklonen isoliert und in E. coli retransformiert. Zur Rekonstruktion der Interaktion zwi-
schen Bait und Prey wurde das Prey-Plasmid nochmals zusammen mit dem Bait-Konstrukt 
in Y1HGold-Hefezellen transformiert. Diese Klone wurden auf Selektionsmedium mit 50 mM 
3-AT plattiert (analog zum Vorgehen zur Bestimmung der benötigten 3-AT-Konzentration, 









Abbildung 20 zeigt repräsentative Ergebnisse für alle untersuchten Kombinationen aus Libra-
ry-Plasmid und Bait-Konstrukt nach drei Tagen Inkubation bei 30 °C. Alle getesteten Stämme 
zeigen erwartungsgemäß gutes Wachstum auf Medium ohne 3-AT. Die Positivkontrolle, wel-
che die Plasmide p53His2 und pGADRec2-53 enthält, zeigt außerdem gutes Wachstum auf 
Medium mit 50 bzw. 100 mM 3-AT. Die entsprechende Negativkontrolle mit dem leeren 
pHis2.1-Vektor und pGADRec2-53 wächst nur auf Selektionsmedium ohne 3-AT. Bei Ver-
wendung des WRKY70-Plasmids zusammen mit dem 30I-8_M1S1-Bait-Konstrukt tritt 
Wachstum auf Medium mit 50 mM 3-AT auf, bei 100 mM 3-AT ist kaum Wachstum zu be-
obachten. WRKY53 vermittelt auf 50 und 100 mM 3-AT keinerlei Wachstum mit dem 
Bait-Konstrukt. Für SPL7 ergibt sich ein ähnliches Bild wie bei WRKY70. Der entsprechende 
Hefestamm mit dem 30I-8_M1S1-Bait wächst auf Selektionsmedium mit 50 und 100 mM 
3-AT, wobei das Wachstum bei 100 mM 3-AT deutlich schwächer ausfällt.  
 
 
Abbildung 20: Reproduktion der Interaktion zwischen 30I-8_M1S1 und den mittels Yeast 
One-Hybrid identifizierten TF 
Gezeigt ist das Wachstum der entsprechenden Stämme auf Selektionsmedium mit steigendem 
3-AT-Gehalt nach drei Tagen Inkubation. 
 
Zusammenfassend sind also nur die Interaktionen zwischen WRKY70 bzw. SPL7 und 
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ten Ergebnisse wurde entschieden nur SPL7 und WRKY70 für weitere Analysen zu verwen-
den. WRKY53 wurde nicht weiter bearbeitet, da es sich scheinbar um einen falsch-positiven 
Klon handelt, welcher unter Selektionsbedingungen keine reproduzierbare Reportergenakti-
vität auslösen kann. 
 
Screening mit der 27D-10_M1S2-Bait-Sequenz 
Analog zu 30I-8_M1S1 wurde auch ein Screening mit 27D-10_M1S2_pHis2.1 (in Y1HGold) 
durchgeführt. Dabei wurden insgesamt 414.000 Klone gescreent (>270-fache Abdeckung), 
wobei auf den Selektionsplatten sehr viele kleine Kolonien entstanden. Von diesen wurden 
49 Klone ausgewählt, welche deutlich schneller wuchsen als der Rest der Kolonien. Nach 
zwei Selektionsrunden auf SD -Leu/-Trp/-His + 50 mM 3-AT verblieben 34 Kolonien für die 
weitere Analyse. Mit diesen wurde eine Kolonie-PCR durchgeführt, die fast ausschließlich 
PCR-Produkte gleicher Größe ergab (Abbildung 21). 20 dieser PCR-Produkte, welche alle 
auftretenden Größen abdeckten, wurden sequenziert. Von 20 untersuchten Klonen enthalten 
13 den Arabidopsis-TF JAG (Tabelle 3). Alle weiteren TF treten nur einzeln auf und wurden 
daher nicht in die nachfolgenden Untersuchungen aufgenommen.  
 
Abbildung 21: Beispielhaftes Ergebnis der Kolonie-PCR mit  
positiven Klonen aus dem Yeast One-Hybrid-Screening mit  
27D-10_M1S2 
M: 1 kb DNA-Leiter; 1-18: Proben verschiedener Klone 
 
Tabelle 3: Zusammenfassung der Ergebnisse aus dem Yeast One-Hybrid-Screening mit 
27D-10_M1S2 
AGI Name/Beschreibung Anzahl  
At1g68480 JAG 13 
At1g66420 Arabidopsis NAC domain containing protein 21 (NAC21) 1 
At3g19580 Zinc-finger protein 2 (ZF2) 1 
At5g05120 C2H2 and C2HC zinc fingers superfamily protein 1 
At1g33760 DREB subfamily A-4 of ERF/AP2 transcription factor family 1 
At2g37590 DNA binding with one finger 2.4 (DOF2.4) 1 












Wie zuvor bei 30I-8_M1S1 sollte auch hier die Interaktion zwischen JAG und 27D-10_M1S2 
in Hefezellen reproduziert werden, indem Bait- und Prey-Plasmid erneut in Y1HGold-Zellen 
transformiert wurden. Die so erhaltenen rekonstruierten Klone wurden wiederum auf Selekti-
onsmedium (SD –Leu/-Trp/-His) mit verschiedenen 3-AT-Konzentrationen auf ihr Wachstum 
untersucht. Überraschenderweise ist zwar bei der Positivkontrolle (p53His2 und 
pGADRec2-53 in Y1HGold) und bei der Negativkontrolle (pHis2.1 und pGADRec2-53 in 
Y1HGold) das erwartete Ergebnis zu beobachten, jedoch tritt bei Kombination von JAG und 
27D-10_M1S2 unter Selektion mit 3-AT kein Wachstum auf (Abbildung 22). Auch eine länge-
re Inkubation der Selektionsplatte bei 30 °C führte nicht zum Wachstum der entsprechenden 
Zellen (nicht gezeigt). Trotz der fehlgeschlagenen Reproduktion der Interaktion zwischen 
JAG und 27D-10_M1S2 in Hefe wurde entschieden, weitere Analysen durchzuführen. Der 




Abbildung 22: Reproduktion der Interaktion zwischen 27D-10_M1S2 und JAG 
Gezeigt ist das Wachstum der entsprechenden Stämme auf Selektionsmedium mit steigendem 
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5.5. Untersuchungen zur Transaktivierbarkeit von 30I-8_M1S1 und 
27D-10_M1S2 durch ihre potentiellen Regulatoren 
Mittels Yeast One-Hybrid-Screenings wurden die Arabidopsis-Transkriptionsfaktoren 
WRKY70, SPL7 und JAG als potentielle Regulatoren der Gruppe 27-Sequenzen 
30I-8_M1S1 bzw. 27D-10_M1S2 identifiziert (5.4). Um zu untersuchen, ob sich die Ergebnis-
se aus dem Hefe-System auch in ein heterologes (Petersilie) bzw. in das homologe System 
(Arabidopsis) übertragen lassen, wurden Protoplasten-Transfektionsexperimente durchge-
führt. Dazu wurden die Transkriptionsfaktoren, wie unter 4.11.18 beschrieben, kloniert und in 
einen geeigneten T-DNA-Expressionsvektor subkloniert (4.11.20). Diese Expressionskon-
strukte wurden, wie unter 4.11.32 bzw. 4.11.34 beschrieben, zusammen mit dem jeweils zu 
untersuchenden Reporterkonstrukt in Petersilie bzw. Arabidopsis-Protoplasten transfiziert 
und die Reportergenaktivität bestimmt. Die Experimente mit Arabidopsis-Protoplasten wur-
den z.T. von Felix Umrath im Rahmen einer Bachelorarbeit durchgeführt (Umrath, 2012). 
 
WRKY70 aktiviert 30I-8_M1S1 und 27D-10_M1S2 
Die Kotransfektion von WRKY70 zusammen mit dem 30I-8_M1S1-Reporterkonstrukt bewirkt 
in Petersilie-Protoplasten im Vergleich zur Kotransfektion mit leerem Expressionsvektor eine 
deutliche Steigerung der Reportergenaktivität (Abbildung 23 a). Im Mittel über alle in Petersi-
lie-Protoplasten unabhängig durchgeführten Experimente beläuft sich diese Steigerung auf 
das ca. 10-fache (Die Einzelwerte dieser und aller folgenden Messungen finden sich in An-
hang 18). Im Vergleich mit dem leeren Reportervektor pBT10GUS/LUC fällt dabei auf, dass 
auch bei diesem eine Steigerung der Reportergenaktivität messbar ist. Diese liegt im Bereich 
von ca. vierfach im Bezug auf die Aktivität bei Kotransfektion des leeren Expressionsvektors. 
Da die absolute Reportergenaktivität im Vergleich zu 30I-8_M1S1 allerdings gering ist, wird 
dieser Effekt vernachlässigt.  
 
Bei Durchführung der Kotransfektion in Arabidopsis-Protoplasten bestätigt sich das Ergebnis 
aus dem heterologen System: Auch hier bewirkt die WRKY70-Überexpression eine deutliche 
Steigerung der Reportergenaktivität (ca. vierfach, Abbildung 23 b, Anhang 19). Im Gegen-
satz zum Petersilie-Protoplasten-System kommt es bei Verwendung des leeren Reportervek-
tors (pBT10GUS) in Arabidopsis nicht zu der oben beschriebenen Steigerung der Reporter-
genaktivität. Unter Berücksichtigung der Ergebnisse aus beiden Protoplasten-Systemen 







Abbildung 23: Effekt der WRKY70-Überexpression auf 30I-8_M1S1 und 27D-10_M1S2  
Die Reporterkonstrukte wurden zusammen mit entsprechendem Expressionsvektor in die Protoplas-
ten transfiziert. -WRKY70: Kotransfektion mit leerem Expressionsvektor; +WRKY70: Kotransfektion 
mit WRKY70-Expressionsvektor. (a) Ergebnisse aus Petersilie-Protoplasten. (b) Ergebnisse aus  
Arabidopsis-Protoplasten. 
 
WRKY70 wurde im Yeast One-Hybrid-Screening mit 30I-8_M1S1 als Bait-Sequenz identifi-
ziert. Dennoch wurde auch der Einfluss von WRKY70-Überexpression auf die Aktivität der 
Sequenz 27D-10_M1S2 untersucht. Der Grund dafür ist die große Ähnlichkeit der beiden 
Sequenzen im Kernbereich (Abbildung 9). Sowohl in Protoplasten aus Petersilie als auch 
aus Arabidopsis kommt es bei WRKY70-Überexpression zu einer Steigerung der Reporter-
genaktivität (Abbildung 23) um den Faktor 6 (Petersilie) bzw. Faktor 2 (Arabidopsis) Mit die-
sen Experimenten konnte also gezeigt werden, dass WRKY70 zur Transaktivierung der bei-




























































SPL7 ist ein Aktivator von 30I-8_M1S1 aber nicht von 27D-10_M1S2 
Der Transkriptionsfaktor SPL7 wurde mit der Sequenz 30I-8_M1S1 als Bait identifiziert. Ana-
log zum Vorgehen mit WRKY70 wurde der Einfluss von SPL7-Überexpression auf 
30I-8_M1S1 und 27D-10_M1S2 in Petersilie- und Arabidopsis-Protoplasten untersucht. Es 
ist in beiden Systemen erkennbar, dass es nur in Verbindung mit 30I-8_M1S1 zu einer deut-
lichen Aktivierung des Reportergens kommt (Abbildung 24, Anhang 20 und Anhang 21). 
27D-10_M1S2 scheint durch SPL7 nicht aktiviert zu werden. Die Ähnlichkeit der beiden 
Gruppe 27-Sequenzen scheint in diesem Fall also keine Rolle zu spielen.  
 
Abbildung 24: Effekt der SPL7-Überexpression auf 30I-8_M1S1 und 27D-10_M1S2  
Die Reporterkonstrukte wurden zusammen mit entsprechendem Expressionsvektor in die Protoplas-
ten transfiziert. -SPL7: Kotransfektion mit leerem Expressionsvektor; +SPL7: Kotransfektion mit 






























































JAG ist kein Aktivator der Gruppe 27-Sequenzen 30I-8_M1S1 und 27D-10_M1S2 
Der Arabidopsis-Transkriptionsfaktor JAG wurde in einem Yeast One-Hybrid-Screening mit 
27D-10_M1S2 als Bait identifiziert. Auch mit diesem Transkriptionsfaktor wurde in beiden 
Protoplasten-Systemen der Einfluss der transienten JAG-Überexpression auf die durch 
30I-8_M1S1 und 27D-10_M1S2 vermittelte Reportergenaktivität untersucht. Abbildung 25 
zeigt die entsprechenden Ergebnisse (Einzelwerte befinden sich in Anhang 22 und  
Anhang 23). Weder 27D-10_M1S2 noch 30I-8_M1S1 werden durch JAG-Überexpression 
aktiviert. Die Ergebnisse aus Petersilie-Protoplasten zeigen zwar einen leichten Anstieg der 
Reportergenaktivität, dieser liegt allerdings relativ gesehen im gleichen Bereich wie beim 
leeren Reportervektor (pBT10GUS/LUC) und scheint daher nicht spezifisch zu sein. Auch die 
absoluten Werte sind im Vergleich zu den bei WRKY70- bzw. SPL7-Überexpression gemes-
senen deutlich niedriger. Der Anstieg beruht also vermutlich auf dem gleichen Effekt wie 
beim leeren Vektor. In Verbindung mit den Ergebnissen aus Arabidopsis-Protoplasten ist 
daher davon auszugehen, dass JAG kein Aktivator der getesteten Sequenzen ist. Auch eine 
Funktion als Repressor erscheint auf Grundlage der Daten aus den Arabidopsis-Protoplasten 
unwahrscheinlich, da die basale Reportergenaktivität in Arabidopsis durch 






Abbildung 25: Effekt der JAG-Überexpression auf 30I-8_M1S1 und 27D-10_M1S2  
Die Reporterkonstrukte wurden zusammen mit entsprechendem Expressionsvektor in die Protoplas-
ten transfiziert. -JAG: Kotransfektion mit leerem Expressionsvektor; +JAG: Kotransfektion mit 

































































5.6. Die potentielle SPL7-TFBS in der 30I-8_M1S1-Sequenz ist  
klonierungsbedingt 
Aus den unter 5.5 beschriebenen Ergebnissen lässt sich ableiten, dass SPL7 bei Expression 
in Arabidopsis- sowie Petersilie-Protoplasten zu einer deutlichen Aktivierung von 
30I-8_M1S1, jedoch nicht zur Aktivierung von 27D-10_M1S2 führt. Dies macht eine Bindung 
von SPL7 an die in beiden Sequenzen sehr ähnliche Kernsequenz unwahrscheinlich. Wei-
terhin wurde bereits beschrieben, dass SPL7 in vitro an GTAC-Motive im Promotor der an 
der Kupfer-Homöostase beteiligten miR398c aus Arabidopsis bindet und dass in 
spl7-Knockout-Pflanzen bei Kupfermangel keine Hochregulation von mir398b und miR938c 
stattfindet (Yamasaki et al., 2009). Daraus leitete sich die Arbeitshypothese ab, dass SPL7 
auch in der 30I-8_M1S1-Sequenz an die GTAC-Sequenz bindet, welche zur Hälfte aus der 
bioinformatisch identifizierten Sequenz und zur anderen Hälfte aus dem für die Klonierung 
verwendeten Linker stammt (Abbildung 26 a). Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden 
ausgewählte Mutationen der 30I-8_M1S1-Sequenz für Kotransfektionsexperimente in Peter-
silie-Protoplasten verwendet (Abbildung 26 a). 
 
Abbildung 26: Aktivierbarkeit der Mutationen 4 und 6 von 30I-8_M1S1 durch 
SPL7-Überexpression in Petersilie-Protoplasten 
(a) Die potentielle SPL7-Bindungsstelle ist hervorgehoben, die modifizierten Nukleotide sind rot mar-
kiert. Die potentielle Kernsequenz der Motivgruppe 27 ist unterstrichen. Die Linkersequenzen sind 
ebenfalls gezeigt (Kleinbuchstaben) (b) Ergebnisse der Kotransfektionsexperimente in Petersilie-
Protoplasten. -SPL7: Kotransfektion mit leerem Expressionsvektor; +SPL7: Kotransfektion mit 
SPL7-Expressionsvektor. 
30I-8_M1S1 tcta gt AC AACAGACGACTTTTCATAATTCA tctagt
Mut4 tcta gt -- ----------------CGGCCTG tctagt





























Mutation 4 liegt relativ zur potentiellen GTAC-Bindungsstelle im 3` Bereich der 
30I-8_M1S1-Sequenz. Diese Mutation verändert somit weder die GTAC-Site noch den direkt 
flankierenden Bereich. Mutation 6 hingegen betrifft vier Nukleotide im 5` Bereich von 
30I-8_M1S1. Dadurch wird die GTAC-Sequenz zu GTGT modifiziert (Abbildung 26 a). Die 
als Tetramere in pBT10GUS/LUC klonierten Mutationen wurden unter Mithilfe von Marlies 
Becker zusammen mit SPL7 in Petersilie-Protoplasten transfiziert und die Reportergenaktivi-
tät im Vergleich zur Transfektion mit leerem Expressionsvektor bestimmt. Als Kontrolle dien-
ten die unveränderte 30I-8_M1S1-Sequenz sowie pBT10GUS/LUC. Wie in Abbildung 26 b 
erkennbar, ist Mutation 4 nach wie vor durch SPL7-Expression aktivierbar, während es bei 
Mutation 6 zu einem vollständigen Verlust der Induktion kommt (alle Messwerte befinden 
sich in Anhang 20). Die in der entsprechenden Mutation veränderten Nukleotide scheinen 
also essentiell für die Aktivierung zu sein. Diese Beobachtung deckt sich mit der Hypothese, 
dass die GTAC-Sequenz die SPL7-Bindungsstelle in 30I-8_M1S1 darstellt. Die in der Grup-
pe 27 identifizierte Kernsequenz spielt somit für die SPL7 vermittelte Transaktivierung offen-
sichtlich keine Rolle. Die beobachtete Aktivierung ist wahrscheinlich nur auf die durch die 
Klonierung entstehende SBP-Site (GTAC) zurückzuführen. Die hier beschriebenen Ergeb-






5.7. Mutationsanalysen zur Identifikation potentieller 
WRKY70-TFBS in 30I-8_M1S1 und 27D-10_M1S2  
Sowohl 30I-8_M1S1 also auch 27D-10_M1S2 werden in beiden Protoplasten-Systemen 
durch Überexpression des Transkriptionsfaktors WRKY70 induziert (5.5). Für 
WRKY-Transkriptionsfaktoren ist eine invariante, minimale Kernsequenz TTGACC/T be-
schrieben, von der es nur wenige Ausnahmen gibt (Rushton, 1996; Eulgem et al., 2000; 
Ciolkowski et al., 2008). Beide hier untersuchten Sequenzen enthalten diese und auch die 
verkürzte Kernsequenz TGAC nicht (Abbildung 4). Es wurde daher mittels Mutationsanaly-
sen untersucht, welche Nukleotide in 30I-8_M1S1 bzw. 27D-10_M1S2 für die Transaktivier-
barkeit durch WRKY70 benötigt werden. Dies sollte es erlauben, die WRKY70-TFBS zu 
identifizieren. 
 
30I-8_M1S1 enthält eine WRKY70-TFBS 
Um den für die Aktivierung durch WRKY70 notwendigen Sequenzbereich einzuschränken, 
wurden analog zum Vorgehen bei SPL7 zunächst Kotransfektionsexperimente mit Petersi-
lie-Protoplasten durchgeführt. Dabei wurden die bereits vorhandenen Mutationen von 
30I-8_M1S1 bzw. 27D-10_M1S2 auf ihre Induzierbarkeit durch WRKY70-Überexpression 
untersucht.  
 
Für 30I-8_M1S1 wurden hierzu die Mutationen 6 bis 10 ausgewählt, welche den 
Pep25-responsiven Bereich in Schritten zu je vier Nukleotiden abdecken. Zusätzlich wurden 
die Mutationen 3, 4 und 5, welche die potentielle Kernsequenz GACTTTT sowie den 3` Be-
reich der 30I-8_M1S1-Sequenz betreffen, untersucht (Abbildung 27 a). Die Analysen in Pe-
tersilie-Protoplasten zeigen, dass die Mutationen 4 und 6, welche am 3` bzw. 5` Ende der 
Sequenz liegen, keinen negativen Einfluss auf die Aktivierbarkeit durch WRKY70 haben. 
Weiterhin zeigt sich im Vergleich zur Originalsequenz bei den Mutationen 3, 7 und 10 eine 
abgeschwächte Induktion. Die Mutationen 5, 8 und 9 sind hingegen fast gar nicht mehr akti-
vierbar. Der deutlichste Effekt tritt hier bei der auf die GACTTTT-Sequenz abzielenden Muta-
tion 5 auf (Abbildung 27 b, Anhang 18). 
 
Anhand dieser Ergebnisse lässt sich der Bereich, der für die WRKY70 vermittelte Aktivierung 
essentiell ist, auf die Mutationen 8, 9 und 5 einschränken. Weiterhin ist ein quantitativer Ein-
fluss der vier Thymin-Reste, die durch Mutation 3, 5 sowie Mutation 10 betroffen sind, anzu-
nehmen. Die für die WRKY70-vermittelte Induzierbarkeit essentielle Sequenz ist somit auf 





these, dass die WRKY70-TFBS eine modifizierte W-Box mit der Kernsequenz CGAC anstel-
le der klassischen TGAC-Kernsequenz ist. Um diese Hypothese zu verifizieren, wurden vier 
weitere Mutationen (Mutation 11-14) entworfen (Abbildung 28 a). 
 
Abbildung 27: Aktivierbarkeit der Mutationen 3-10 von 30I-8_M1S1 durch 
WRKY70-Überexpression in Petersilie-Protoplasten 
(a) Die in den Mutationen 3 bis 10 modifizierten Nukleotide sind rot markiert, der für die Transaktivie-
rung durch WRKY70 essentielle Bereich ist eingerahmt. Die potentielle Kernsequenz ist unterstrichen. 
(b) Ergebnisse der Kotransfektionsexperimente in Petersilie-Protoplasten. -WRKY70: Kotransfektion 
mit leerem Expressionsvektor; +WRKY70: Kotransfektion mit WRKY70-Expressionsvektor. 
 
Mutation 11 betrifft die zwei Nukleotide vor der potentiellen CGAC-Kernsequenz. Entspre-
chend der Hypothese sollte diese nach wie vor eine Aktivierung durch WRKY70 erlauben. 
Die Mutationen 12 und 13 betreffen je zwei Nukleotide der CGAC-Sequenz und sollten die 
TFBS daher zerstören. Mit Mutation 14 wird die CGAC-Sequenz durch einen einzelnen Nuk-
leotidaustausch in die klassische TGAC-Kernsequenz der W-Box umgewandelt (Abbildung 
28 a). Alle vier neuen Mutationen wurden, wie die vorherigen Mutationen, mit Hilfe von Mar-
lies Becker in Petersilie-Protoplasten auf ihre WRKY70-Aktivierbarkeit untersucht. 
30I-8_M1S1 tctagt ACAACAG ACGACTTTT CATAATTCA tctagt
Mut3 tctagt ------- -----CCCC TGCG----- tctagt
Mut4 tctagt ------- --------- --CGGCCTG tctagt
Mut5 tctagt ------- --AGTCCCC --------- tctagt
Mut6 tctagt GTGG--- --------- --------- tctagt
Mut7 tctagt ---GTGA --------- --------- tctagt
Mut8 tctagt ------A GTA------ --------- tctagt
Mut9 tctagt ------- --AGTC--- --------- tctagt





























Abbildung 28: Aktivierbarkeit der Mutationen 10-14 von 30I-8_M1S1 durch 
WRKY70-Überexpression in Petersilie-Protoplasten 
(a) Die in den Mutationen 10 bis 14 modifizierten Nukleotide sind rot markiert, der weiter eingegrenzte, 
für die Transaktivierung durch WRKY70 essentielle Bereich ist eingerahmt. Die potentielle Kernse-
quenz der Motivgruppe 27 ist unterstrichen.  (b) Ergebnisse der Kotransfektionsexperimente in Peter-
silie-Protoplasten. -WRKY70: Kotransfektion mit leerem Expressionsvektor; +WRKY70: Kotransfektion 
mit WRKY70-Expressionsvektor 
 
Wie in Abbildung 28 b gezeigt, sind die Mutationen 11 und 14 durch 
WRKY70-Überexpression induziert. Mutationen 12 und 13 zeigen dagegen keine Induktion, 
die über der Hintergrundaktivität des leeren pBT10GUS/LUC-Vektors liegt (alle Messwerte in 
Anhang 18). Daraus folgt, dass die beiden Nukleotide unmittelbar vor der CGAC-Site für die 
Aktivierbarkeit verzichtbar bzw. austauschbar sind. Weiterhin ist die CGAC-Site selbst für die 
Induzierbarkeit notwendig, da die beiden Mutationen 12 und 13 diese nicht mehr enthalten. 
Mutation 14, die eine klassische W-Box-Kernsequenz (TGAC) generiert, wird noch durch 
WRKY70 aktiviert. Unter der Annahme, dass eine direkte Interaktion zwischen WRKY70 und 
30I-8_M1S1 vorliegt, spricht diese Tatsache dafür, dass WRKY70 sowohl an eine klassische 
W-Box-Kernsequenz als auch an die hier untersuchte Sequenz binden kann. Zusammenfas-
send zeigen die Ergebnisse also, dass die CGAC-Sequenz eine potentielle TFBS darstellt, 
30I-8_M1S1 tctagt ACAACAGA CGAC TTTTCATAATTCA tctagt
Mut10 tctagt -------- ---- CCCC--------- tctagt
Mut11 tctagt ------AC ---- ------------- tctagt
Mut12 tctagt -------- TA-- ------------- tctagt
Mut13 tctagt -------- --GT ------------- tctagt




























welche für die Transaktivierung durch WRKY70 essentiell ist. Möglicherweise spielen auch 
die vier Thymin-Nukleotide unmittelbar hinter der CGAC-Site eine Rolle, da die entsprechen-
de Mutation eine abgeschwächte Aktivierung durch WRKY70 bewirkt (Mutation 10, Abbil-
dung 28).  
 
Abbildung 29: Aktivierbarkeit der Mutationen 4 sowie 10-14 von 30I-8_M1S1 durch 
WRKY70-Überexpression in Arabidopsis-Protoplasten 
(a) Die in den Mutationen 4 und 10-14 modifizierten Nukleotide sind rot markiert. Der weiter einge-
grenzte, für die Transaktivierung essentielle Bereich ist eingerahmt. Die potentielle Kernsequenz ist 
unterstrichen. (b) Ergebnisse der Kotransfektionsexperimente in Arabidopsis-Protoplasten.  
-WRKY70: Kotransfektion mit leerem Expressionsvektor; +WRKY70: Kotransfektion mit 
WRKY70-Expressionsvektor 
 
Um zu untersuchen, ob die Ergebnisse aus Petersilie-Protoplasten auch auf Arabidopsis 
übertragbar sind, wurden die Mutationen 4 und 10-14 (Abbildung 29 a) in den entsprechen-
den Reportervektor für Arabidopsis-Protoplasten (pBT10GUS) umkloniert und unter Mithilfe 
von Lilith Christaller im Rahmen eines Laborpraktikums auf Aktivierung durch WRKY70 un-
tersucht. Abbildung 29 b zeigt, dass die WRKY70-Responsivität in Arabidopsis-Protoplasten 
bei den Mutationen 4, 11 und 14 erhalten bleibt (alle Messwerte befinden sich in Anhang 19). 
Die Mutationen 12 und 13 sind, wie in Petersilie-Protoplasten, nicht mehr durch 
WRKY70-Überexpression aktiviert. Bei Mutation 10 bleibt nur eine schwache Induzierbarkeit 
30I-8_M1S1 tctagt ACAACAGA CGACTTTT CATAATTCA tctagt
Mut4 tctagt -------- -------- --CGGCCTG tctagt
Mut10 tctagt -------- ----CCCC --------- tctagt
Mut11 tctagt ------AC -------- --------- tctagt
Mut12 tctagt -------- TA------ --------- tctagt
Mut13 tctagt -------- --GT---- --------- tctagt



































erhalten. Dieser Effekt ist deutlicher ausgeprägt als in Petersilie-Protoplasten (Abbildung 28) 
und stützt somit die Vermutung, dass die vier Thymin-Nukleotide ebenfalls zur TFBS gehö-
ren. Insgesamt ergibt sich in Arabidopsis-Protoplasten damit ein ähnliches Bild wie in Peter-
silie-Protoplasten. Durch Kombination der gezeigten Daten lässt sich die essentielle Region 
für die WRKY70-vermittelte Aktivierung in Arabidopsis auf die Sequenz CGACTTTT eingren-
zen. Ob diese direkt durch WRKY70 gebunden wird oder ob evtl. eine indirekte Aktivierung 
vorliegt, wurde durch Gelshift-Experimente näher untersucht (5.10.) 
 
Die für die WRKY70-vermittelte Aktivierung von 27D-10_M1S2 essentiellen Nukleotide 
konnten durch Mutationsanalyse nicht eingegrenzt werden 
Genau wie für 30I-8_M1S1 sollte auch für die Sequenz 27D-10_M1S2 der für die 
WRKY70-Responsivität essentielle Sequenzbereich, also die potentielle TFBS, per Mutage-
nese bestimmt werden. Für eine erste Eingrenzung des Bereiches wurden die Mutationen 1, 
4, 5 und 6 analysiert (Abbildung 30 a). Diese decken den zentralen Bereich mit der potentiel-
len Kernsequenz (Mutation 5) sowie zwei W-Box ähnliche Sequenzen im 5´ bzw. 3´ Bereich 
der Sequenz ab. Die Ergebnisse aus Petersilie-Protoplasten demonstrieren, dass Mutation 1 
unverändert durch WRKY70-Überexpression aktivierbar ist, während Mutation 4 und 5 keine, 
bzw. nur abgeschwächte Aktivierung aufweisen (Abbildung 30, Anhang 18). Die von Mutati-
on 1 betroffene W-Box ähnliche Sequenz im 3` Bereich scheint demnach nicht essentiell zu 
sein. Um den Einfluss der zentralen Region von 27D-10_M1S2 näher zu untersuchen, wur-
den zusätzlich die bereits vorhandenen Mutationen 6 bis 10 auf WRKY70-Responsivität un-
tersucht (Abbildung 30). Es stellte sich hierbei heraus, dass keine dieser Mutationen zu ei-
nem völligen Verlust der Induzierbarkeit durch WRKY70 führt, obwohl sie den durch Mutation 
5 betroffenen Bereich schrittweise abdecken. Auf Grund dieser Ergebnisse war die weitere 
Arbeitshypothese, dass die potentielle TFBS für WRKY70 nicht in diesem zentralen Bereich, 
sondern am 5´ Ende der 27D-10_M1S2-Sequenz zu finden ist. Es wurden daher die Mutati-
onen 11-14 entworfen (Abbildung 31 a). Die Mutationen 12 und 13 zielen auf die W-Box ähn-
liche TTGAGT-Sequenz (im revers komplementären Strang) ab, während Mutation 11 die 
zwei Nukleotide vor dieser Sequenz adressiert. Analog zum Vorgehen bei 30I-8_M1S1, wird 
mit Mutation 14 ein Nukleotid so modifiziert, dass aus der vorliegenden TTGAGT-Sequenz 
eine TTGACT-Sequenz wird, welche der klassischen W-Box entspricht (Abbildung 31 a).  
 
Abbildung 31 b zeigt die in Petersilie-Protoplasten erhaltenen Ergebnisse für diese Mutatio-
nen (Einzelwerte, Anhang 18). Alle vier Mutationen sind deutlich durch 
WRKY70-Überexpression induziert. Im Vergleich zur Originalsequenz scheint Mutation 14 





onen als die ursprüngliche 27D10_M1S2-Sequenz zeigen. Eine klare Definition der potentiel-
len TFBS ist auf Grundlage dieser und der zuvor gezeigten Ergebnisse nicht möglich. Es ist 
zu vermuten, dass hier keine direkte Interaktion zwischen WRKY70 und 27D-10_M1S2 statt-
findet und dass z.B. ein kombinatorisches Element vorliegt, welches durch die kurzen Muta-
tionen nicht inaktiviert wird. Dies würde erklären, warum die gezielte Untersuchung der 
W-Box ähnlichen Sequenzen ohne Erfolg blieb. 
 
 
Abbildung 30: Aktivierbarkeit der Mutationen 1 sowie 4-10 von 27D-10_M1S2 durch 
WRKY70-Überexpression in Petersilie-Protoplasten 
(a) Die in den Mutationen modifizierten Nukleotide sind rot markiert. Die Kernsequenz aus Gruppe 27 
(TACTTTT), sowie zwei W-Box ähnliche Sequenzen sind unterstrichen. Der für die Transaktivierung 
durch WRKY70 essentielle Bereich ist eingerahmt. (b) Ergebnisse der Kotransfektionsexperimente in 
Petersilie-Protoplasten. -WRKY70: Kotransfektion mit leerem Expressionsvektor; +WRKY70: Ko-
transfektion mit WRKY70-Expressionsvektor 
27D-10_M1S2 actaga CTCAAAGAA TACTTTTCAAAGTGAACA actaga
Mut1 actaga --------- -----------ACAGGAC actaga
Mut4 actaga ACTGGGAG- ------------------ actaga
Mut5 actaga --------- CGTCCCC----------- actaga
Mut6 actaga --------- ---------GGAC----- actaga
Mut7 actaga --------- ------CTGG-------- actaga
Mut8 actaga --------- ---CCCC----------- actaga
Mut9 actaga --------- CGTC-------------- actaga





























Abbildung 31: Aktivierbarkeit der Mutationen 11-14 von 27D-10_M1S2 durch 
WRKY70-Überexpression in Petersilie-Protoplasten 
(a) Die in den Mutationen modifizierten Nukleotide sind rot markiert. Die Kernsequenz aus Gruppe 27 
(TACTTTT) sowie die W-Box ähnliche Sequenz sind unterstrichen. (b) Ergebnisse der Ko-
transfektionsexperimente in Petersilie-Protoplasten. -WRKY70: Kotransfektion mit leerem Ex-
pressionsvektor; +WRKY70: Kotransfektion mit WRKY70-Expressionsvektor 
5.8. Expression rekombinanter Transkriptionsfaktoren in E. coli 
Es wurde in beiden Protoplasten-Systemen gezeigt, dass WRKY70 30I-8_M1S1 und 
27D-10_M1S2 aktiviert sowie, dass SPL7-Überexpression zur Induktion von 30I-8_M1S1 
führt. Gleichzeitig konnten die potentiellen TFBS für SPL7 und WRKY70 in 30I-8_M1S1 iden-
tifiziert werden. Um eine direkte Interaktion der Transkriptionsfaktoren mit der Zielsequenz zu 
zeigen, wurden Gelshift-Experimente mit rekombinant hergestellten Proteinen durchgeführt. 
Dazu wurden die Transkriptionsfaktoren, wie unter 4.11.19 beschrieben, in geeignete Vekto-
ren (pQE30-Serie) kloniert, in den E. coli-Expressionsstamm M15 eingebracht, die Ex-
pressionskultur gestartet und das Protein mit Hilfe des His-Tags und NiNTA-Agarose aufge-
reinigt (4.11.21). 
27D-10_M1S2  actaga CTCAAAGAATACTTTTCAAAGTGAACA actaga
Mut11 actaga -----GA-------------------- actaga
Mut12 actaga ---GG---------------------- actaga
Mut13 actaga -CT------------------------ actaga





























Im Falle des relativ großen SPL7-Proteins (ca. 90 kDa) gelang keine Expression bzw. Auf-
reinigung des kompletten Proteins (nicht gezeigt). Daher wurde eine verkürzte Variante des 
SPL7-Proteins (Aminosäuren 112-234), welche die DNA-Bindungsdomäne enthält 
(SPL7-DBD, Aminosäuren 137-215), kloniert und exprimiert. Abbildung 32 zeigt das reprä-
sentative Ergebnis einer SDS-PAGE mit verschiedenen Fraktionen einer 
SPL7-DBD-Aufreinigung (weitere Ergebnisse befinden sich in Anhang 24). 
 
 
Abbildung 32: SDS-PAGE einer SPL7-DBD-Proteinaufreinigung 
M: Größenstandard; 1: Geklärtes Zell-Lysat; 2: Nicht NiNTA-gebundene Proteine (Über-
stand); 3: Waschfraktion 1 (Puffer NPI-10); 4: Waschfraktion 2 (Puffer NPI-20); 5: Wasch-
fraktion 3 (Puffer NPI-20); 6: Eluat 1; 7: Eluat 2. Markiert sind die angereicherten, potentiel-
len SPL7-DBD-Banden. 
 
Es ist eine deutliche Anreicherung von zwei Proteinbanden im Eluat erkennbar  
(Abbildung 32, Spur 6 und 7, Pfeile). Beide eluieren kaum in den Waschfraktionen und sind 
im zweiten Eluat nahezu ohne weitere Verunreinigung vorhanden. Die theoretische Größe 
des SPL7-DBD Proteins einschließlich des 6xHis-Tags beträgt 15,7 kDa. Die Bande mit dem 
höheren Molekulargewicht entspricht in etwa dieser Größe. Die zweite Bande könnte einem 
nicht vollständig translatierten SPL7-DBD-Protein entsprechen, welches auf Grund des 













Ein Nachweis des His-Tags mittels Western Blot lieferte nur ein sehr schwaches Signal bei 
der entsprechenden Größe und war auch nur bei einem von zwei untersuchten Eluaten 
nachweisbar (nicht gezeigt). Auf eine weitere Optimierung des Western Blots wurde jedoch 
verzichtet, da die Ergebnisse der Aufreinigung eindeutig waren. Daher wurde das 
SPL7-DBD-Protein für Gelshift-Experimente verwendet (5.9). 
 
WRKY70 
Ebenso wie SPL7 wurde auch das vollständige WRKY70-Protein in E. coli exprimiert und 
unter nativen Bedingungen eine Aufreinigung mittels des His-Tags durchgeführt. Ein Beispiel 
für eine solche Aufreinigung des Proteins ist in Abbildung 33 gezeigt (Ergebnisse weiterer 
Proteinaufreinigungen befinden sich im Anhang 25).  
 
Für das rekombinante Protein mit 6xHis-Tag wird eine theoretische Größe von 34,6 kDa er-
wartet. Das potentiell als rekombinantes WRKY70 identifizierte Protein wandert bei einem 
apparenten Molekulargewicht von ca. 46 kDa (Abbildung 33 a, Spur 7 und 8, Pfeile). Da das 
Eluat relativ viele verschiedene Proteine enthält und die Zuordnung daher nicht eindeutig ist, 
zeigt Abbildung 33 b eine parallel durchgeführte Proteinaufreinigung aus E. coli M15-Zellen, 
welche nur leeres pQE31-Expressionsplasmid enthalten. Die potentiellen WRKY70-Banden 
treten hier nicht auf. Um die WRKY70-Bande mit größerer Sicherheit zu identifizieren, wurde 
ein Western Blot zum Nachweis des His-Tags durchgeführt.  
 
In Abbildung 34 ist das Ergebnis des entsprechenden Western Blots gezeigt: In allen drei 
untersuchten WRKY70-Aufreinigungen tritt im Western Blot ein Signal auf Höhe der potenti-
ellen WRKY70-Bande auf (Abbildung 34, Spur 1-3). In zwei der drei untersuchten Extrakte 
treten außerdem Banden unterhalb von 15 kDa auf. Diese könnten, ähnlich wie bei 
SPL7-DBD (s.o.), mit unvollständig translatiertem Protein erklärt werden. In dem Proteinex-
trakt aus M15-Zellen mit leerem Expressionsvektor (pQE31) ist keinerlei Signal nachweisbar 
(Abbildung 34, Spur 4). 
 
Auf Grund der eindeutigen Ergebnisse des Western Blots wurde das aufgereinigte 
WRKY70-Protein für Gelshift-Experimente verwendet. Die beobachtete Diskrepanz zwischen 
erwarteter und auftretender Wanderungsgeschwindigkeit im Gel konnte auf Grundlage der 








Abbildung 33: SDS-PAGE einer WRKY70-Proteinaufreinigung 
(a) WRKY70-Aufreinigung  (b) Aufreinigung aus M15-Zellen mit leerem pQE31-Vektor.  
M: Größenstandard; 1: Nicht NiNTA-gebundene Proteine (Überstand); 2: Waschfraktion 1 
(Puffer NPI-10); 3: Waschfraktion 2 (Puffer NPI-20); 4: Waschfraktion 3 (Puffer NPI-20);  
5: Waschfraktion 4 (Puffer NPI-30); 6: Waschfraktion 5 (Puffer NPI-40); 7: Eluat 1; 8: Eluat 
2. Die potentiellen WRKY70-Banden sind markiert (a) und treten in der Kontrolle mit lee-
rem pQE31-Vektor nicht auf (b). 
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Abbildung 34: Western Blot zum Nachweis des His-getaggten WRKY70-Proteins 
(a) Coomassie gefärbtes Replikat des geblotteten Gels. (b) Detektion des His-Tags mit Anti-His Anti-
körper. M: Größenstandard; 1-3: verschiedene WRKY70-Extrakte; 4: Extrakt aus M15-Zellen mit lee-
rem pQE31-Vektor. 
  
5.9. SPL7 interagiert direkt mit 30I-8_M1S1 
Zur Analyse der möglichen direkten Interaktion von SPL7 mit 30I-8_M1S1 wurden Gel-
shift-Experimente mit aufgereinigtem SPL7-DBD-Protein (5.8) durchgeführt. Dazu wurden 
die Oligonukleotide 30I-8_M1S1_f und 30I-8_M1S1_r einer Biotin-Markierung unterzogen 
(4.11.26), annealt (4.11.2) und als Sonde für ein Gelshift-Experiment genutzt (4.11.27). Als 
spezifischer Kompetitor wurde unmarkiertes dsOligonukleotid in 200-fachem molaren Über-
schuss verwendet. Abbildung 35 zeigt, dass es bei Verwendung von ungefähr  
0,5 µg SPL7-DBD-Protein zu einem schwachen Signal deutlich oberhalb der ungebundenen 
dsOligonukleotide kommt (Abbildung 35, Spur 3, Pfeil). Dieses Signal ist bei Verwendung 
des unmarkierten Kompetitors nicht mehr detektierbar (Abbildung 35, Spur 4). Dies zeigt 
eine direkte Interaktion der DNA-bindenden Domäne von SPL7 mit der 
30I-8_M1S1-Sequenz. Basierend auf den Ergebnissen der transienten Überexpressionsex-
perimente in Petersilie-Protoplasten findet diese Interaktion sehr wahrscheinlich mit der 
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Abbildung 35: Gelshift-Experiment mit SPL7-DBD 
+: Positivkontrolle; -: Negativkontrolle; 1: markierte Sonde 
ohne Protein; 2: Sonde mit ca. 0,25 µg Protein; 3: Sonde mit 
ca. 0,5 µg Protein; 4: Sonde mit 0,5 µg Protein und 
200-fachem molaren Überschuss unmarkierter Kompetitor. 
5.10. WRKY70 bindet die für die Transaktivierung notwendige  
Sequenz CGACTTTT direkt 
Analog zu SPL7-DBD wurde auch die Interaktion von WRKY70 mit 30I-8_M1S1 mittels 
Gelshift-Assays untersucht. Dazu wurden ca. 50-100 ng WRKY70-Protein eingesetzt und 
Biotin-markiertes 30I-8_M1S1-dsOligonukleotid als Sonde verwendet. Abbildung 36 zeigt, 
dass es bei Inkubation von WRKY70 zusammen mit der Biotin-markierten Sonde zu einer 
klaren Reduzierung der elektrophoretischen Mobilität im Vergleich zur ungebundenen Sonde 
kommt. Dabei entstehen im Wesentlichen drei Signale mit unterschiedlichen Migrationsge-
schwindigkeiten. Diese werden erwartungsgemäß bei Zugabe eines 1000-fachen molaren 
Überschusses unmarkierten 30I-8_M1S1-Oligonukleotids nicht mehr detektiert  
(Abbildung 36, spez. Kompetitor). Eine direkte Interaktion von WRKY70 mit der entspre-
chenden Sequenz scheint hier also stattzufinden. Da die WRKY70-Proteinisolation trotz Auf-
reinigung über NiNTA-Agarose nie zu absoluter Reinheit des rekombinanten Proteins führte 
(vgl. 5.8), wurde versucht, die Identität des Proteins in den Gelshift-Experimenten mittels 
Supershift nachzuweisen. Dies ist allerdings nicht gelungen (Daten nicht gezeigt). Um den-





um WRKY70 handelt, wurde in dem gezeigten Gelshift-Experiment die bereits zuvor erwähn-
te Proteinaufreinigung aus M15-Zellen mit leerem Expressionsvektor (5.8) als Kontrolle ein-
gesetzt (Abbildung 36, pQE31-Extrakt). Diese sollte ein ähnliches Gemisch an kontaminie-
renden Proteinen enthalten wie das WRKY70-Isolat, allerdings ohne das rekombinante Pro-
tein (vgl. Abbildung 33). In Abbildung 36 ist zu erkennen, dass der Proteinextrakt ohne 
WRKY70 keinen Shift der Sonde auslöst. Die Protein-DNA-Interaktion ist also spezifisch für 
das WRKY70 enthaltende Proteinisolat. Indirekt kann da-
raus geschlossen werden, dass WRKY70 und nicht ein 
Protein aus E. coli an die 30I-8_M1S1-Sequenz bindet. 
 
In einem weiteren Experiment kamen zur Untersuchung der 
Bindungsspezifität verschiedene, nicht markierte dsOligo-
nukleotide als Kompetitoren zum Einsatz (Abbildung 37 a). 
Diese wurden auf Grundlage der in Petersilie- bzw.  
Arabidopsis-Protoplasten beobachteten WRKY70-Res-
ponsivität ausgewählt (Abbildung 37). Eine Kompetition der 
WRKY70-Bindung wird durch die Kompetitoren Mut1, Mut4, 
Mut11 und Mut14 erreicht (Abbildung 37 b). Diese ist im 
Fall von Mut4 nahezu vollständig, bei den übrigen Mutatio-
nen zeigt sich im Vergleich zum unmutierten 30I-8_M1S1 
eine schwächere Kompetition. Aus diesen Ergebnissen 
lässt sich indirekt schließen, dass die genannten Sequen-
zen von WRKY70 gebunden werden können und die ent-
sprechenden Mutationen 1, 4 und 11 daher nicht in der 
TFBS liegen. Da die Mutationen 1, 4 und 11 außerhalb der 
CGACTTTT-Sequenz liegen, stimmt dieses Ergebnis mit 
den Erwartungen überein (vgl. 5.7). Mutation 14 ist ein Son-
derfall, da diese eine klassische W-Box Kernsequenz gene-
riert (TGAC). Die entsprechende Sequenz ist in der Lage, 
die WRKY70-30I-8_M1S1 Interaktion zu kompetieren, wird 
also vermutlich ebenfalls von WRKY70 gebunden. Keine 
Kompetition tritt bei Verwendung der Mutationen 10, 12 und 
13 auf. Folglich werden diese Sequenzen selbst in 
1000-fachem Überschuss nicht von WRKY70 gebunden 
(Abbildung 37 b). Dieses Ergebnis bestätigt die Beobach-
tungen in Petersilie- und Arabidopsis-Protoplasten. Die drei Mutationen decken zusammen-
genommen den als potentielle TFBS definierten Sequenzabschnitt CGACTTTT ab. Die hier 
Abbildung 36: 30I-8_M1S1 wird 
spezifisch von WRK70 gebun-
den 
Alle Spuren enthalten Bio-
tin-markierte 30I-8_M1S1-Sonde. 
Unmarkierter Kompetitor wurde 
im 1000-fachen molaren Über-
schuss eingesetzt. Das gezeigte 
Ergebnis stammt aus einem Ex-
periment. Zur Vereinfachung sind 





























































gezeigten Ergebnisse wurden mit einer unabhängig hergestellten WRKY70-Präparation mit 
ähnlichem Ergebnis wiederholt (Anhang 27).  
 
 
Abbildung 37: Gelshift-Experiment mit verschiedenen 30I-8_M1S1-Mutationen 
und WRKY70 
(a) Verwendete Oligonukleotide. In den Mutationen sind die modifizierten Nukleotide 
hervorgehoben. Die mit „(2x)“ markierten Oligonukleotide wurden als Dimere einge-
setzt. Alle übrigen wurden als Monomere verwendet. Gezeigt ist immer nur die 
Monomersequenz. Die Dimere bestehen aus zwei direkten Kopien der gesamten 
Sequenz inklusive der Linker. Die durch die Experimente bestätigte TFBS ist einge-
rahmt. (b) Ergebnis des Gelshift-Experiments. Biotin-markiertes 30I-8_M1S1-Oligo-
nukleotid diente als Sonde, die Kompetitoren wurden jeweils in 1000-fachem mola-































































30I-8_M1S1 ctagt ACAACAGA CGACTTTT CATAATTCA t
Mut11 (2x) ctagt ------AC -------- --------- t
Mut12 (2x) ctagt -------- TA------ --------- t
Mut13 (2x) ctagt -------- --GT---- --------- t
Mut14 (2x) ctagt -------- T------- --------- t
Mut1 ctagt GTGGTGAG -------- --------- t
Mut4 ctagt -------- -------- --CGGCCTG t







5.11. WRKY70 interagiert auch mit weiteren Sequenzen aus  
Motivgruppe 27 
WRKY70 interagiert in vitro direkt mit einer CGACTTTT-Sequenz innerhalb von 30I-8_M1S1 
(5.10). Diese TFBS enthält die bei Koschmann et al. für Motivgruppe 27 definierte Kernse-
quenz GACTTTT (Koschmann et al., 2012). Neben den beiden in dieser Arbeit untersuchten 
Sequenzen 30I-8_M1S1 und 27D-10_M1S2 aus Motivgruppe 27 kommen also noch weitere 
Pep25-responsive Sequenzen aus dieser Gruppe als potentielle Interaktionspartner in Frage, 
da sie Sequenzen enthalten, die der WRKY70-TFBS ähnlich sind (Abbildung 38 a). Daher 
wurden diese eng verwandten Sequenzen als Kompetitoren in einem weiteren Gel-
shift-Experiment verwendet. Ziel war es, die Spezifität der WRKY70 DNA-Bindung weiter zu 
analysieren und Hinweise auf eine mögliche Beteiligung von WRKY70 an der 
Pep25-Responsivität der anderen Gruppe 27-Sequenzen zu erhalten.  
 
Die als Kontrollen verwendeten Kompetitoren Mut12 und Mut13 können den auftretenden 
Shift erwartungsgemäß nicht kompetieren, während die unmarkierte 30I-8_M1S1-Original-
sequenz zu einem Verlust des Signals führt (Abbildung 38 b, unabhängiges Replikat in An-
hang 27). Die Sequenzen 30I-8_M1S2 (21) und 30I-8_M1S3 (22), die eine 
TGACTTTT-Sequenz anstelle der CGACTTTT-Sequenz tragen, sind beide in der Lage, die 
WRKY70-Bindung an 30I-8_M1S1 zu kompetieren. Das ist auf Grundlage der Ergebnisse 
von Mutation 14 (vgl. Abbildung 37) zu erwarten gewesen, da diese die ursprüngliche 
CGACTTTT-Sequenz in eine TGACTTTT-Sequenz überführt und somit die gleiche Kernse-
quenz erzeugt, wie bei den beiden hier untersuchten Kompetitoren. Sequenz 21S_M3S1 
(18), welche an der ersten Position der TFBS ein Adenin statt eines Cytosins trägt, kann 
auch im 1000-fachen Überschuss die Interaktion zwischen WRKY70 und 30I-8_M1S1 nicht 
kompetieren. Diese Sequenz wird demnach nicht von WRKY70 gebunden. Ebenso führt die 
Verwendung von 27D-10_M1S2 (23) nicht zu einem Verlust des Signals. Die Ergebnisse aus 
den Protoplasten-Systemen stützen diese Beobachtung, da zwar eine Transaktivierung der 
27D-10_M1S2-Sequenz beobachtet, aber keine potentielle TFBS gefunden wurde (5.7). Der 
Unterschied zur TFBS in 30I-8_M1S1 liegt hier in den ersten beiden Nukleotiden, sodass 
eine ATACTTTT-Sequenz anstelle von CGACTTTT vorliegt. Aus dieser Beobachtung folgt, 
dass die Transaktivierung von 27D-10_M1S2 durch WRKY70 vermutlich indirekt ist. Die Fä-
higkeit zur Interaktion von 30H-8_M1S2 (24) mit WRKY70 scheint nur sehr schwach zu sein, 
da das Signal des Shifts zwar schwächer wird, jedoch nicht verschwindet. Die Affinität von 





möglich, dass die W-Box-Sequenz TTGACC im 3´ Bereich von 30H-8_M1S2 und nicht die 
Kernsequenz für die beobachtete Kompetition verantwortlich ist.  
 
 
Abbildung 38: Gelshift-Experiment mit WRKY70 und verschiedenen Kompetitoren der Motiv-
gruppe 27 
(a) Sequenzen der zur Kompetition verwendeten dsOligonukleotide. Die potentielle WRKY70-TFBS ist 
eingerahmt. Mit * markierte Sequenzen sind revers komplementär angegeben. (b) Ergebnis des Gel-
shift-Experiments. Die unmarkierten Kompetitoren wurden in 1000-fach molarem Überschuss verwen-




30I-8_M1S1 ctagt ACAACAGA CGACTTTT CATAATTCA          t
Mut12 ctagt -------- TA------ --------- t
Mut13 ctagt -------- --GT---- --------- t
18 * 21S_M3S1 a    CTTCCCGATC AGACTTTT CTACGCAAGAGAAATTA actag
21 * 30I-8_M1S2 a TTTATGTT TGACTTTT GTCATATAG actag
22 * 30I-8_M1S3 a GAGAGAGATAGTT TGACTTTT TGACTGAAGAACGA actag
23 * 27D-10_M1S2 a CTCAAAGA ATACTTTT CAAAGTGAACA actag





























































Zusammenfassend lässt sich aus den hier gezeigten Ergebnissen ableiten, dass WRKY70 
die zuvor postulierte CGACTTTT-Site in 30I-8_M1S1 bindet. Durch einen Vergleich der in 
den gezeigten Gelshift-Experimenten erhaltenen Ergebnisse könnte die WRKY70-TFBS auf 
die Konsensussequenz YGACTTTT erweitert werden (Abbildung 39). Die schwache Interak-
tion mit 30H-8_M1S2 wird dabei aus den oben genannten Gründen nicht berücksichtigt. 
 
 
Abbildung 39: Alignment der durch WRKY70 gebundenen Sequenzen 
Mit * markierte Sequenzen sind revers komplementär angegeben. Die TFBS-Region ist eingerahmt 
und eine Konsensussequenz für den entsprechenden Bereich angegeben.  Y=T/C 
5.12. Die WRKY70-TFBS liegt innerhalb der Pep25-responsiven  
Region von 30I-8-M1S1 
Um zu zeigen, dass die für WRKY70 definierte TFBS (CGACTTTT) direkt mit der 
Pep25-Responsivität von 30I-8_M1S1 in Petersilie-Protoplasten assoziiert ist, wurden die 
entsprechenden Mutationen 11 bis 14 im Petersilie-Protoplasten-System analysiert. Diese 
Mutationen wurden bisher noch nicht auf Pep25-Responsivität untersucht. Abbildung 40 
zeigt zusätzlich die entsprechenden Messwerte von Mutation 10 (Alle Messwerte befinden 
sich in Anhang 2). Es wird deutlich, dass jede der Mutationen eine negative Auswirkung auf 
die Induzierbarkeit durch Pep25 hat. Einen vollständigen Verlust der selbigen bewirken aber 
nur die Mutationen 10, 12 und 13, während bei den Mutationen 11 und 14 eine leichte 
Induzierbarkeit bestehen bleibt. Dies zeigt, dass Mutationen von nur zwei Nukleotiden (Muta-
tion 12 und 13) innerhalb der WRKY70-TFBS ausreichend sind, um die Pep25-Responsivität 
vollständig aufzuheben. Weiterhin lässt sich aus den Ergebnissen ableiten, dass zumindest 
in Petersilie-Protoplasten auch die flankierenden Nukleotide vor der TFBS (Mutation 11) eine 
Rolle für die effiziente Induktion durch Pep25 spielen. Es zeigt sich außerdem, dass die an 
eine klassische W-Box angenäherte Mutation 14 nur schwach induzierbar ist. Ähnliches wur-
de bereits bei den Gelshift-Experimenten beobachtet (Abbildung 37). Zusammenfassend 
belegen diese Ergebnisse, dass es einen direkten Zusammenhang zwischen der 
WRKY70-TFBS und der Pep25-Responsivität gibt. 
30I-8_M1S1 ctagt ACAACAGA CGACTTTT CATAATTCA          t
21 * 30I-8_M1S2 a TTTATGTT TGACTTTT GTCATATAG actag







Abbildung 40: Mutationen in der WRKY70-TFBS führen zum Verlust der Pep25-Induzierbarkeit 
(a) Die Mutationen 10 und 12-14 betreffen die WRKY70-TFBS (grüne Markierung), Mutation 11 liegt 
unmittelbar vor der der TFBS. Der zuvor bestimmte Pep25-responsive Bereich ist rot eingerahmt.  
(b) Pep25-Induzierbarkeit der entsprechenden Mutationen in Petersilie-Protoplasten.  
5.13. Die postulierte WRKY70-TFBS ist in möglichen Zielgenen  
angereichert 
Um die Relevanz der unter 5.11 beschriebenen möglichen Konsensussequenz als 
WRKY70-TFBS zu überprüfen, wurden bioinformatische Analysen vorgenommen. Als 
Grundlage dienten publizierte Microarray-Expressionsdaten aus WRKY70-Überexpressions- 
bzw. Antisense-Suppressionslinien (Li et al., 2004). Aus Expressionsdaten von 314 Genen 
wurden jeweils die 100 am stärksten induzierten bzw. reprimierten Gene der Überex-
pressionslinie ausgewählt (Anhang 26). Mittels des Web-Tools POBO (Kankainen und Holm, 
2004, http://ekhidna.biocenter.helsinki.fi/poxo/pobo/pobo) wurde in den Promotorsequenzen 
(500 bp upstream des TSS) dieser Gene nach der Konsensussequenz YGACTTTT gesucht 
und auf eine signifikante Anreicherung im Vergleich zum Hintergrundmodell (A. thaliana-Ge-
nom) untersucht (4.11.41). Dazu ermittelt POBO die Häufigkeit der gesuchten Sequenz in 
30I-8_M1S1 tctagt ACAA CAGA CGACTTTT CATAATTCA tctagt
Mut10 tctagt ---- ---- ----CCCC --------- tctagt
Mut11 tctagt ---- --AC -------- --------- tctagt
Mut12 tctagt ---- ---- TA------ --------- tctagt
Mut13 tctagt ---- ---- --GT---- --------- tctagt































den zu untersuchenden Promotoren und vergleicht diese mit der Häufigkeit im Hintergrund-
modell. Durch sogenanntes „Bootstrapping“ erstellt POBO dazu, basierend auf Pseudoclus-




Abbildung 41: Mittels POBO ermittelte Verteilung der WRKY70-TFBS in WRKY70-responsiven 
Pseudoclustern 
Je 1.000 Pseudocluster bestehend aus je 100 Promotorsequenzen (je 500 bp) wurden auf Grundlage 
der WRKY70-responsiven Gene bzw. des A. thaliana Hintergrundmodells von POBO erstellt  
(Cluster 1: Induzierte Gene, Cluster 2: Reprimierte Gene). Gezeigt ist die mittels Bootstrapping erstell-
te Häufigkeitsverteilung der Konsensussequenz YGACTTTT in den verschiedenen Pseudoclustern. 
 
Die POBO-Analyse zeigt, dass 17 von 100 Promotoren der durch WRKY70-Überexpression 
hochregulierten Gene die gesuchte Konsensussequenz YGACTTTT jeweils einmal enthalten 
(0,17-mal pro Sequenz). Von den 100 Promotoren der reprimierten Gene enthalten nur zwei 
die Sequenz (0,02-mal pro Sequenz). Im Hintergrundmodell wurden 31.353 A. thaliana-Pro-
motorsequenzen der Länge 500 bp untersucht, wobei 2.235 Promotoren die Sequenz enthal-
ten. Insgesamt tritt diese 2.364-mal auf (0,08-mal pro Sequenz). Abbildung 41 zeigt die Ver-
teilung der Konsensussequenz in den mittels Bootstrapping erstellten Pseudoclustern (je 100 
Promotoren von 500 bp). Dabei wird deutlich, dass die Verteilung der Konsensussequenz in 
den Pseudoclustern aus WRKY70-aktivierten Genen (Cluster 1) sich deutlich vom Hinter-
grundmodell unterscheidet. Die Häufigkeitsverteilung ist deutlich in Richtung einer höheren 
Frequenz der Konsensussequenz verschoben. Dahingegen ist die Häufigkeitsverteilung der 


































































verschoben. Die von POBO durchgeführten t-Tests (Zweistichproben t-Test) zeigen, dass 
der Unterschied zwischen den beiden Clustern und dem Hintergrund sowie zwischen den 
beiden Clustern untereinander signifikant ist (Tabelle 4). Gleichzeitig zeigt der mittels 
ANOVA-Test (Varianzanalyse) ermittelte F-Faktor (F=7589,23), dass die Einteilung der Clus-
ter gut mit dem Auftreten der Konsensussequenz korreliert (Kankainen und Holm, 2004). 
 
Tabelle 4: Ergebnisse der t-Tests zwischen den verschiedenen Häufigkeits-
verteilungen der YGACTTTT-Sequenz in koregulierten Genen 
t-Test t-Wert Freiheitsgrade p-Wert 
Cluster 1-Hintergrund 66,01 1998 <0,0001 
Cluster 2-Hintergrund -55,18 1998 <0,0001 
Cluster 1-Cluster 2 -123,27 1998 <0,0001 
 
Um zu überprüfen, wie spezifisch die oben erläuterten Ergebnisse für die 
YGACTTTT-Sequenz sind, wurden analoge POBO-Analysen mit verschiedenen Derivaten 
der Konsensussequenz durchgeführt. Hierzu wurden zwei Sequenzen, die den Mutationen 
12 und 13 von 30I-8_M1S1 entsprechen, verwendet (Abbildung 28 a, TAACTTTT und 
YGGTTTTT). Weiterhin wurde eine Sequenz, in welcher die vier Thymin Nukleotide der 
WRKY70-TFBS variiert sind (YGACTAAT), analysiert. Die in Anhang 28 gezeigten Ergebnis-
se unterscheiden sich deutlich von denen, die mit der YGACTTTT-Sequenz erhalten wurden. 
Zwar ist teilweise eine leichte Anreicherung in den WRKY70-induzierte Genen erkennbar, 
diese ist aber nicht so deutlich wie mit der WRKY70-TFBS. Die F-Faktoren, die widerspie-
geln wie gut die Cluster mit dem Auftreten der jeweiligen Sequenz korrelieren, sind durchweg 







In der vorliegenden Arbeit konnte, basierend auf den bei Koschmann (Koschmann et al., 
2012) identifizierten cis-Elementen, eine Pep25-responsive Region in den beiden eng ver-
wandten Sequenzen 30I-8_M1S1 und 27D-10_M1S2 identifiziert werden. Durch gezielte 
Mutagenese der jeweiligen Sequenzen wurde der Pep25-responsive Bereich auf 12 
(30I-8_M1S1) bzw. 16 Nukleotide (27D-10_M1S2) eingegrenzt (Abbildung 6, Abbildung 8). 
Beide Regionen enthalten die in der Motivgruppe 27 hoch konservierte Kernsequenz 
(GACTTTT bzw. TACTTTT). Das führt zu der Annahme, dass diese bei Koschmann  
(Koschmann et al., 2012) identifizierte neue Kernsequenz sehr wahrscheinlich einen Einfluss 
auf die Pep25- bzw. Pathogen-Induzierbarkeit dieser Sequenzen hat. Motivgruppe 27 wurde 
ursprünglich anhand ihres „family binding profil“ (FBP) als Motivgruppe mit großer Ähnlichkeit 
zu W-Box-Sequenzen, die häufig mit der Pathogenantwort assoziiert sind, identifiziert  
(Koschmann et al., 2012). Da die beiden Sequenzen 30I-8_M1S1 und 27D-10_M1S2 aber 
keine W-Boxen enthalten und dennoch Pep25-Responsivität vermitteln war es interessant zu 
ermitteln, welche TF für die Responsivität verantwortlich sind. Yeast One-Hybrid-Screenings 
führten zur Identifikation von SPL7 und WRKY70 als potentielle Regulatoren von 
30I-8_M1S1. Auf Grund der in 30I-8_M1S1 nicht vorhandenen W-Boxen war besonders die 
Identifikation von WRKY70 überraschend. Sowohl für SPL7 als auch für WRKY70 konnte 
mittels einer Kombination von Transaktivierungsexperimenten in Protoplasten und Gel-
shift-Experimenten eine direkte Interaktion mit 30I-8_M1S1, nicht aber mit 27D-10_M1S2 
gezeigt werden. Im Folgenden soll die Bedeutung der Interaktion von SPL7 bzw. WRKY70 
mit der 30I-8_M1S1-Sequenz diskutiert werden. Eine zentrale Frage hierbei ist, ob die TF  
in vivo eine Bedeutung in der Pep25- bzw. Pathogen-Responsivität von 30I-8_M1S1 haben 
könnten. Im Hinblick auf WRKY70 wird auch die identifizierte TFBS vertiefend diskutiert, da 
es sich hierbei nicht um eine klassische W-Box handelt. 
6.1. Die Interaktion von 30I-8_M1S1 und SPL7 hat keine Relevanz 
für die Pep25-Responsivität 
Zunächst soll an dieser Stelle die Interaktion von 30I-8_M1S1 mit SPL7 diskutiert werden. 
Bei SPL7 handelt es sich um einen TF aus der Gruppe der SBP (Squamosa Promo-
ter-Binding Protein)-Faktoren. Die SBP-Familie ist eine Familie von pflanzlichen Transkripti-
onsfaktoren, welche zuerst in Antirrhinum majus als Regulatoren der frühen Blütenentwick-
lung beschrieben wurde (Klein et al., 1996) und die konservierte SBP-DNA-Bindungsdomäne 




welche in verschiedene Prozesse involviert sind. Hierzu zählen z.B. die Regulation der Blü-
tenentwicklung (Cardon et al., 1997) und der vegetativen Entwicklung (Stone et al., 2005) 
sowie die Kontrolle von Gibberellin-abhängigen Entwicklungsprozessen (Zhang et al., 
2007b). Der in dieser Arbeit mittels Yeast One-Hybrid-Screening identifizierte TF SPL7 spielt 
eine wichtige Rolle in der Kupferhomöostase, wobei er die Expression mehrerer microRNAs 
und weiterer für die Kupferantwort wichtiger Gene reguliert. Der TF bindet dabei an 
GTAC-Motive unter anderem im Promotor von miR398 sowie miR408 und reguliert so deren 
Expression unter Kupfer-Mangel (Yamasaki et al., 2009; Zhang und Li, 2013). Eine GTAC 
enthaltende Konsensussequenz wurde als TFBS für SBP-Proteine vorgeschlagen (Cardon et 
al., 1999) und die GTAC-Site als essentiell für die Bindung ausgewählter 
SBP-DNA-Bindungsdomänen bestätigt (Birkenbihl et al., 2005; Liang et al., 2008). Auf 
Grundlage dieser Daten wurde in der vorliegenden Arbeit eine GTAC-Site in der 
30I-8_M1S1-Sequenz als potentielle Bindungsstelle identifiziert. Diese stammt allerdings nur 
zur Hälfte aus der bioinformatisch identifizierten Sequenz. Die ersten zwei Nukleotide der 
Sequenz kommen auf Grund der für die Klonierung verwendeten Linker zustande (5.6). Um 
die Interaktion zwischen SPL7 und 30I-8_M1S1 zu bestätigen, wurden transiente Kotransfek-
tionsexperimente in Petersilie-Protoplasten sowie Gelshift-Experimente mit der 
DNA-Bindungsdomäne aus SPL7 durchgeführt (5.5 und 5.9). Die Ergebnisse zeigen, dass 
die transiente Überexpression von SPL7 zu einer Aktivierung der Reportergenaktivität in den 
Protoplasten führt. Diese ist bei der eng verwandten 27D-10_M1S2-Sequenz nicht zu be-
obachten. Letztere enthält keine GTAC-Sequenz, was für die Vermutung spricht, dass diese 
für die Interaktion nötig ist. Weiterhin zeigte die Analyse von zwei mutierten 
30I-8_M1S1-Sequenzen, dass die Aktivierung der Reportergenaktivität durch Mutation der 
GTAC-Sequenz verloren geht, jedoch durch eine distal gelegene Mutation nicht negativ be-
einflusst wird (Abbildung 26). Die Demonstration einer direkten Interaktion zwischen der 
SPL7-DNA-Bindungsdomäne und 30I-8_M1S1 mittels Gelshift-Experimenten belegt, dass 
die Ergebnisse aus dem Protoplasten-System sehr wahrscheinlich auf direkter Interaktion mit 
SPL7 und nicht auf indirekter Aktivierung des Reportergens beruhen (Abbildung 35). 
 
Zusammenfassend ist damit belegt, dass die mittels Yeast One-Hybrid identifizierte Interakti-
on zwischen SPL7 und 30I-8_M1S1 tatsächlich stattfindet. Die biologische Relevanz dieser  
Beobachtung ist jedoch fraglich. Da die GTAC-Sequenz nur durch die Klonierung zustande 
kommt und auch im nativen Promotor von At5g12930 (dem Promotor, aus welchem 
30I-8_M1S1 stammt) an der entsprechenden Position nicht vorliegt, spielt diese TFBS ver-
mutlich für die Pathogen-Responsivität des Promotors keine Rolle. Auch eine Involvierung in 
die Pep25-Responsivität von 30I-8_M1S1 in Protoplasten bzw. in die Patho-




Dies lässt sich aus den Mutagenese-Experimenten zur Einschränkung der Pep25-respon-
siven Region und auch aus den zu SPL7 existierenden Expressionsdaten ableiten: Die Mu-
tagenese der 30I-8_M1S1-Sequenz hat gezeigt, dass Mutation 6 keinen negativen Einfluss 
auf die Induzierbarkeit durch Pep25 in Petersilie-Protoplasten hat (Abbildung 6). Bei dieser 
Mutation handelt es sich um die gleiche Sequenz, welche durch transiente Überexpression 
von SPL7 nicht mehr aktivierbar ist, da sie die GTAC-Sequenz zu GTGT modifiziert 
(Abbildung 26). Da SPL7 an diese Sequenz offensichtlich nicht mehr bindet, die 
Pep25-Responsivität aber erhalten bleibt, kann dieser TF - bzw. ein Homolog aus Petersilie - 
als Aktivator ausgeschlossen werden.  
 
Auch die Analyse von Microarray-Daten zur Expression von SPL7 unter verschiedenen 
Stressbedingungen mittels des Arabidopsis EFP-Browsers (http://www.bar.utoronto.ca, Win-
ter et al., 2007) spricht nicht für eine Bedeutung von SPL7 in der Pathogenantwort. Zwar 
ergeben sich bei verschiedenen Pathogeninfektionen (B. cinerea bzw. Pto DC3000) bis zu 
1,3-fache Steigerungen der gemessenen Signalintensität, die absoluten Intensitäten bewe-
gen sich dabei aber auf relativ geringem Niveau (nicht gezeigt). 
 
Zusammenfassend ist damit gezeigt worden, dass SPL7 mit der GTAC-Sequenz in 
30I-8_M1S1 interagiert, dies aber keine Relevanz für die Pep25-Responsivität der Sequenz 
hat. Eine wichtige Erkenntnis in diesem Zusammenhang ist, dass der Einfluss des experi-
mentellen Systems (d.h. zum Beispiel die Linker für die Klonierung) bei der Analyse der bio-
informatisch identifizierten Sequenzen nicht außer Acht gelassen werden darf. Die hier beo-
bachtete Interaktion hat zwar offensichtlich keinen Zusammenhang mit der 
Pep25-Responsivität, es ist aber natürlich denkbar, dass in anderen Fällen funktionelle,  
Pathogen-responsive cis-Sequenzen durch die Linker-Sequenz entstehen. Weiterhin ist es 
möglich, dass die SPL7-Bindung in dem vorliegenden Fall zwar nicht die Patho-
gen-Responsivität, wohl aber die Grundaktivität der 30I-8_M1S1-Sequenz, z.B. in den trans-
genen Arabidopsis-Pflanzen, beeinflusst. Diese Möglichkeit wird später in einem anderen 
Zusammenhang diskutiert (6.5). 
 
Auch wenn sich SPL7 nicht als möglicher in vivo Regulator der Gruppe 27-Sequenzen her-
ausgestellt hat, so zeigen die Ergebnisse dennoch, dass die in dieser Arbeit gewählte Kom-
bination aus Yeast One-Hybrid, Kotransfektionsexperimenten und Gelshift-Assays ein geeig-
netes System zur Analyse möglicher Protein-DNA-Interaktionen darstellt. Trotz einiger indivi-
dueller Nachteile der drei Systeme, führt die Kombination der Techniken zu einer erfolgrei-
chen Analyse, wobei es wichtig ist die einzelnen Ergebnisse kritisch zu interpretieren. So 




Yeast One-Hybrid-System relativ viele falsch-positive Klone identifiziert. Die Trans-
aktivierungsassays in Protoplasten sind eine schnelle Möglichkeit solche falsch-positiven TF 
auszuschließen. Dabei ist wiederum zu beachten, dass diese Experimente nicht die physio-
logischen Bedingungen in der Pflanze wiederspiegeln und dass die starke Expression des 
TF sowie die hohe Abundanz des Promotor-Reportergenkonstrukts wiederum zu falsch-
positiven Ergebnissen führen kann (Wehner et al., 2011). Deshalb sind direkte Untersuchun-
gen, wie die hier durchgeführten Gelshift-Experimente, von großer Bedeutung. Durch Gel-
shift-Experimente wird auch die Möglichkeit einer indirekten Aktivierung des Reportergens 
über weitere, durch den untersuchten TF aktivierte TF, berücksichtigt. Die Identifikation einer 
TFBS mittels Mutationsanalyse in Protoplasten und anschließenden Gelshift-Experimenten 
konnten hier erfolgreich durchgeführt und eine direkte Interaktion von SPL7 mit der Zielse-
quenz gezeigt werden. 
6.2. WRKY70, ein zentraler Regulator der Pathogenantwort, bindet 
die Sequenz CGACTTTT in 30I-8_M1S1 
Neben der oben diskutierten Bindung von SPL7 an 30I-8_M1S1 wurde, durch Kombination 
aus Yeast One-Hybrid-Screening und transienter Expression, WRKY70 als zweiter TF identi-
fiziert, der diese Sequenz spezifisch bindet. Bei WRKY70 handelt es sich um einen TF der 
WRKY-Familie aus A. thaliana. 
 
Die Familie der WRKY-Transkriptionsfaktoren findet sich in Landpflanzen und Grünalgen 
(Ülker und Somssich, 2004) und umfasst in A. thaliana 74 Mitglieder (Rushton et al., 2010). 
Das gemeinsame Merkmal, das zur Klassifizierung dieser Faktoren genutzt wird, ist ihre 
DNA-Bindungsdomäne (WRKY-Domäne). Dabei handelt es sich um eine 60 Aminosäuren 
umfassende Region, an deren N-terminalem Ende sich die hoch konservierte, namensge-
bende Aminosäuresequenz WRKYGQK befindet. Außerdem beinhaltet die WRKY-Domäne 
ein Zinkfinger-Motiv (Rushton, 1996; Eulgem et al., 2000). Basierend auf der Zahl der vor-
handenen WRKY-Domänen und der Art der Zinkfinger-Motive werden WRKY-TF in drei 
Gruppen unterteilt. Dabei werden WRKY-Proteine mit zwei WRKY-Domänen in Gruppe I und 
die mit nur einer WRKY-Domäne in Gruppe II eingeteilt. Auf Grund eines abweichenden 
Zinkfinger-Motivs werden einige Proteine mit ebenfalls nur einer WRKY-Domäne in Gruppe 
III eingeordnet (Eulgem et al., 2000). Eine weitere Einteilung der WRKY-Faktoren in Sub-
gruppen erfolgt anhand phylogenetischer Daten, die auf Grundlage der konservierten 





Neben der Aminosäuresequenz der DNA-Bindungsdomäne ist auch die entsprechende Bin-
dungssequenz auf DNA-Ebene sehr hoch konserviert. Die sogenannte W-Box wird von vie-
len WRKY-Proteinen gebunden und als minimal notwendige, aber nicht zwangsläufig ausrei-
chende TFBS für WRKY-TF beschrieben. Die entsprechende Konsensussequenz lautet 
TTGACY (Rushton, 1996; Eulgem et al., 2000; Ciolkowski et al., 2008).  
 
Das prominenteste Feld, mit dem WRKY-Proteine immer wieder in Verbindung gebracht 
werden, ist die Pathogenantwort (Pandey und Somssich, 2009). WRKY-Faktoren können 
während der Pflanze-Pathogen-Interaktion sowohl als negative als auch als positive Regula-
toren der Resistenzreaktion wirken (Eulgem und Somssich, 2007; Rushton et al., 2010). Bei-
spiele sind  AtWRKY4, dessen Knockout-Mutante erhöhte Sensitivität gegen B. cinerea auf-
weist, jedoch bei Überexpression erhöhte Empfindlichkeit gegen Pto DC3000 verursacht (Lai 
et al., 2008) oder AtWRKY48, der ein negativer Regulator der Resistenz gegen Pto DC3000 
ist (Xing et al., 2008). WRKY-Proteine spielen auch in diversen anderen biologischen Pro-
zessen eine Rolle (Rushton et al., 2010). Beispielsweise wurde für WRKY10 aus Arabidopsis 
eine Rolle in der Samenentwicklung (Luo et al., 2005) und für WRKY44 in der 
Trichomentwicklung beschrieben (Johnson et al., 2002). Mehrere WRKY-Faktoren wurden 
auch im Zusammenhang mit Blattseneszenz untersucht (Robatzek und Somssich, 2001; 
Zhou et al., 2011; Ülker et al., 2007). In der abiotischen Stressantwort, z.B. bei Salzstress 
(Jiang und Deyholos, 2009) oder in der Hitze- bzw. Trockenheitstoleranz (Wu et al., 2009b), 
sind ebenfalls WRKY-TF involviert. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde der WRKY70-Transkriptionsfaktor aus Arabidopsis als 
Interaktionspartner der 30I-8_M1S1-Sequenz identifiziert. WRKY70 ist ein bereits relativ gut 
untersuchter Transkriptionsfaktor. Er gehört zur Gruppe III der WRKY-Proteine und nimmt 
eine gewisse Sonderposition ein, da die Identität mit dem nächsten verwandten 
WRKY-Faktor WRKY54 nur 54% beträgt (Li et al., 2004). Auf Protein-Ebene sind die 
WRKY-Domänen von WRKY70 und WRKY54 zu 80% ähnlich, außerhalb der 
WRKY-Domäne nur zu 35 %. Dieser Wert ist noch vergleichsweise hoch, da im Vergleich zu 
anderen WRKY-Proteinen aus Klasse III außerhalb der WRKY-Domäne nur Ähnlichkeiten 
zwischen 6 und 12 % erreicht werden (Besseau et al., 2012). WRKY70 wurde als regulatori-
scher Knotenpunkt in der Interaktion der teilweise antagonistischen Salizylsäure (SA)- bzw. 
Jasmonat (JA)-abhängigen Signalwege in der pflanzlichen Pathogenabwehr beschrieben 
(Abbildung 42). WRKY70 wird dabei durch SA-Akkumulation induziert, was dann zur Indukti-
on SA-responsiver Gene und gleichzeitig zur Repression JA-responsiver Gene führt. Umge-
kehrt kommt es während der JA-vermittelten Pathogenantwort zur Repression von WRKY70. 




SA und JA sind pflanzliche Hormone, die unter anderem an der Regulation der Pathoge-
nantwort beteiligt sind (Vlot et al., 2009; Browse, 2009). Die Salizylsäure-abhängige Patho-
genantwort wird in der Regel bei Infektionen mit biotrophen Pathogenen aktiviert und führt 
neben der Aktivierung von Abwehrgenen, wie z.B. PR1, zur sogenannten systemisch erwor-
benen Resistenz (SAR, Vlot et al., 2009). Diese zeichnet sich durch eine Breitspek-
trum-Pathogenresistenz in nicht infiziertem, systemischen Gewebe der Pflanze aus und kann 
das Auftreten von Sekundärinfektionen verhindern (Durrant und Dong, 2004). Ein weiterer 
Effekt der SA-abhängigen Pathogenantwort ist die teilweise Repression JA-abhängiger Gene 
(Glazebrook et al., 2003; Pieterse et al., 2012). Die JA-vermittelte Pathogenantwort wird zu-
meist von nekrotrophen Pathogenen ausgelöst und führt zur Expression von Genen wie 
PDF1.2, welche der Pathogenabwehr dienen (Vijayan et al., 1998; Glazebrook, 2005; Ro-
bert-Seilaniantz et al., 2011). Die antagonistische Regulation der beiden Signalwege ist für 
die Pathogenantwort entscheidend. Ein fehlerhaftes Gleichgewicht kann den Verlauf einer 
Pathogeninfektion drastisch beeinflussen. Beispielsweise führt die Überexpression 
SA-responsiver Abwehrgene in der Arabidopsis mpk4-Mutante zu erhöhter Sensitivität gegen 
Infektion mit dem nekrotrophen Pilz Alternaria brassicicola (Brodersen et al., 2006). Es gibt 
allerdings auch Hinweise, dass es zu synergeti-
schen Effekten zwischen beiden Signalwegen, 
z.B. bei Infektion mit B. cinerea, kommt 
(AbuQamar et al., 2006). Die ausgeglichene Re-
gulation zwischen beiden Wegen mit ihren jeweili-
gen Vor- und Nachteilen für die Abwehr eines 
spezifischen Pathogens ist demnach ein entschei-
dender Punkt  in der gesamten Pathogenantwort 
(Mur, 2005; Pieterse et al., 2012). Die Rolle als 
Vermittler zwischen beiden Signalwegen, die 
WRKY70 zugeschrieben wird, ist daher von gro-
ßer Bedeutung. 
 
Die Expression von WRKY70 wird in einem zu-
mindest teilweise von NPR1 unabhängigen Weg 
durch SA induziert (Li et al., 2004, Abbildung 42). 
Ein Regulator, der diese Induktion durch direkte 
Interaktion mit dem WRKY70-Promotor vermittelt, 
ist AtMYB44, der sowohl durch SA als auch durch 
JA induziert wird (Shim et al., 2013). Experimente 
Abbildung 42: WRKY70 als Regulator der 
SA/JA vermittelten Pathogenantwort 
WRKY70 wird durch SA/NPR1 induziert und 
führt zur Aktivierung SA-responsiver Gene 
bzw. Repression JA-responsiver Gene. 
Während der JA-vermittelten Pathogenant-
wort wird WRKY70 über einen COI1 abhän-
gigen Weg reprimiert. Die direkten 
WRKY70-Zielgene sind unbekannt. 














mit WRKY70 überexprimierenden Arabidopsis-Pflanzen zeigen Repression der 
JA-induzierten Genexpression von PDF1.2. Dies deutet auf einen negativen Einfluss der 
WRKY70-Expression auf die JA-vermittelte Pathogenantwort hin (Abbildung 42, Li et al., 
2006). Ein positiver Einfluss auf SA-abhängige Genexpression wurde ebenfalls beobachtet, 
auch wenn es im Falle von PR1 zu teilweise widersprüchlichen Beobachtungen kommt. So 
zeigen Li et al., dass in WRKY70-Überexpressionslinien die SA-induzierte PR1-Expression 
verstärkt ist und dass es zur konstitutiven Expression eines PR1-Transkripts kommt. Dieses 
ist länger als das native PR1-Transkript und dient evtl. als Vorläufer. Eine 
WRKY70-Antisense-Suppressionslinie zeigt reduzierte SA-Responsivität der PR1-Expres-
sion (Li et al., 2004). Im Gegensatz dazu zeigen Ülker et al., dass eine wrky70-Mutante er-
höhte basale Expression von PR1 aufweist (Ülker et al., 2007).  
 
Da die SA/JA-vermittelte Genexpression in wrky70-Mutanten nicht beeinflusst ist, scheint die 
regulatorische Funktion von WRKY70 redundant zu sein (Ren et al., 2008; Leon-Reyes et 
al., 2010), auch wenn hier ebenfalls widersprüchliche Ergebnisse existieren (Li et al., 2006). 
Dennoch zeigt sich die Wichtigkeit von WRKY70 als Knotenpunkt der Pathogenabwehr z.B. 
an der erhöhten Resistenz einer WRKY70-überexprimierenden Linie gegen das biotrophe 
Pathogen Erysiphe cichoracearum und einer gleichzeitig verminderten Resistenz gegen den 
nekrotrophen Pilz A. brassicicola (Li et al., 2004; Li et al., 2006). Auch die Empfindlichkeit 
gegenüber B. cinerea und Hyaloperonospora parasitica ist in wrky70-Mutanten erhöht 
(AbuQamar et al., 2006; Knoth et al., 2007).  
 
Neben der hier beschriebenen Rolle in der Pathogenabwehr wird WRKY70 auch als negati-
ver Regulator der Blattsenseszenz in A. thaliana beschrieben. So zeigen wrky70-Knock-
out-Mutanten beispielsweise eine deutlich frühere Blattseneszenz (Ülker et al., 2007). Unter-
suchungen an wrky70/wrky54-Doppelmutanten legen dabei einen kooperativen Effekt mit 
WRKY54 nahe. Außerdem konnte in diesem Zusammenhang im Yeast Two-Hybrid-System 
eine direkte Interaktion mit dem ebenfalls der Gruppe III der WRKY-TF angehörigen 
WRKY30 (At5g24110) nachgewiesen werden (Besseau et al., 2012). Dies ist interessant, da 
die zur Motivgruppe 27 gehörende Sequenz 22 (30I-8_M1S3) aus dem Promotor von 
WRKY30 stammt (Koschmann et al., 2012) und offensichtlich von WRKY70 gebunden wer-
den kann (Abbildung 38). 
 
Zur Identifikation möglicher Zielgene von WRKY70 wurden Microarray-Experimente mit 
WRKY70-Überexpressionslinien bzw. Antisense-Suppressionslinien durchgeführt (Li et al., 
2004). Dabei wurden sowohl induzierte als auch reprimierte Gene identifiziert. Diese tragen 




WRKY70 reguliert werden und an welche cis-Sequenzen der TF tatsächlich binden kann, 
wurde aber nicht untersucht. Die Bindungssequenz von WRKY70 war daher bis heute nicht 
bekannt (Abbildung 42). 
 
Vor diesem Hintergrund stellt die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Identifizierung von 
WRKY70 als Interaktionspartner der 30I-8_M1S1-Sequenz einen signifikanten Fortschritt 
dar. Anhand von Transaktivierungsassays in Arabidopsis- und Petersilie-Protoplasten sowie 
Gelshift-Experimenten mit verschiedenen Kompetitoren konnte gezeigt werden, dass die für 
die Interaktion nötige Sequenz in 30I-8_M1S1 auf die Nukleotide CGACTTTT begrenzt ist. 
Diese liegen innerhalb der Pep25-responsiven Region von 30I-8_M1S1. Die entsprechenden 
Experimente belegen, dass Mutationen außerhalb der CGACTTTT-Sequenz die Transakti-
vierung sowie die direkte Bindung nicht oder nur wenig beeinflussen. Beispiele hierfür sind 
die Mutationen 4 und 11 (Abbildung 29 und Abbildung 37). Dahingegen verursachen Mutati-
onen innerhalb dieser Sequenz einen Verlust der Aktivierbarkeit bzw. Bindung durch 
WRKY70 (Mutationen 10, 12, 13, Abbildung 29, Abbildung 37). Dies belegt die Spezifität der 
beobachteten Interaktion, da eine unspezifische Bindung nicht durch derart kurze Mutationen 
(2-4 Nukleotide) verhindert werden sollte. Neben der Tatsache, dass somit zum ersten Mal 
eine direkte Interaktion von WRKY70 mit einer Zielsequenz gezeigt wurde, ist es interessant, 
dass die TFBS keine klassische W-Box darstellt. Im Vergleich mit der W-Box-Konsensus-
sequenz TTGACY (Rushton, 1996; Eulgem et al., 2000; Ciolkowski et al., 2008) zeigt sich 
ein klarer Unterschied. Die hoch konservierten Thymin-Nukleotide an Position 1 und 2 der 
W-Box finden sich in der WRKY70-TFBS nicht. Dementsprechend liegt der klassische 
TGAC-Kern der W-Box nicht vor, sondern ist durch CGAC ersetzt. Dem gegenüber stehen 
die zusätzlichen vier Thymin-Nukleotide an den Positionen 5-8 der WRKY70-TFBS. Diese 
sind ebenfalls wichtig für die WRKY70-Bindung, da eine Mutation in diesem Bereich zur 
deutlichen Reduktion der Transaktivierung bzw. zum Verlust der Kompetitionsfähigkeit im 
Gelshift-Experiment führt (Abbildung 29, Abbildung 37). 
 
Die ebenfalls in der TFBS lokalisierte Mutation 14 wird sehr wahrscheinlich noch von 
WRKY70 gebunden, da sie in der Lage ist die Interaktion zwischen WRKY70 und 
30I-8_M1S1 zu kompetieren (Abbildung 37). Diese Mutation stellt einen Sonderfall dar, da 
sie die CGACTTTT-Sequenz gezielt in TGACTTTT umwandelt. Dadurch wird die TFBS einer 
klassischen W-Box angenähert, da sie nun den hoch konservierten TGAC-Kern enthält. Auf 
Grund der Interaktion von WRKY70 mit dieser Sequenz kann vermutet werden, dass 
WRKY70 auch klassische W-Boxen binden kann. Diese Hypothese, weitere Varianten der 




ren, werden später diskutiert. Auch die Frage, in wieweit die WRKY70-30I-8_M1S1-Inter-
aktion die Pep25- bzw. Pathogen-Responsivität beeinflusst, wird separat erörtert. 
 
Es lässt sich zusammenfassend feststellen, dass mittels des hier gewählten experimentellen 
Ansatzes eine neue WRKY-TFBS identifiziert und in vitro validiert worden ist. Mögliche Ein-
flüsse des experimentellen Systems wurden bereits im Zusammenhang mit SPL7 diskutiert 
(6.1). Solche Einflüsse sind zwar nicht völlig auszuschließen, da aber die Spezifität der beo-
bachteten Interaktion relativ hoch ist, erscheint es unwahrscheinlich, dass es sich um ein 
artifizielles Phänomen handelt. Weiterhin decken sich die Ergebnisse aus den verschiedenen 
experimentellen Systemen sehr gut. 
6.3. Kann ein WRKY-TF aus Petersilie identifiziert werden, der die 
Pep25-Responsivität von 30I-8_M1S1 vermittelt? 
Sowohl 30I-8_M1S1 als auch 27D-10_M1S2 sind in Petersilie-Protoplasten durch Pep25 
induzierbar (Koschmann et al., 2012). Es konnte gezeigt werden, dass AtWRKY70 direkt mit 
der CGACTTTT-Sequenz in 30I-8_M1S1 interagiert (Abbildung 37) und dass die gezielte 
Mutagenese der TFBS zu einem Verlust der Pep25-Responsivität führt (Abbildung 40). Dies 
legt nahe, dass die Bindung eines WRKY70-Homologs aus Petersilie für die 
Pep25-Responsivität in den Protoplasten essentiell ist. Da das Genom von P. crispum noch 
nicht sequenziert ist, kann dieser Faktor nicht eindeutig identifiziert werden. Eine BLAST 
(blastn) Suche mit der gesamten AtWRKY70-Nukleotidsequenz ergibt nur sehr kurze homo-
loge Abschnitte zu den PcWRKY1 bzw. PcWRKY3-Genen. Allerdings zeigt ein 
BLAST-Abgleich der Aminosäuresequenz der WRKY-Domäne aus AtWRKY70 gegen trans-
latierte Sequenzen aus P. crispum (tblastn Algorithmus), dass die höchste Ähnlichkeit zur 
WRKY-Domäne von PcWRKY5 besteht (57 % Identität in 60 Positionen). Ebenso wie 
AtWRKY70 gehört auch PcWRKY5 zur Gruppe III der WRKY-Proteine und trägt ein 
C2HC-Zinkfinger-Motiv in der WRKY-Domäne (Cormack et al., 2002). Die PcWRKY5-mRNA 
wird nach Pep25-Behandlung von Petersilie-Zellen bereits nach 30 min unabhängig von der 
Proteinbiosynthese induziert, erreicht nach 1,5 h das Maximum und ist nach 3 h nicht mehr 
nachweisbar. Damit gehört dieses Gen wahrscheinlich zu den Genen der frühen Patho-
genantwort (Cormack et al., 2002). Es wurde außerdem gezeigt, dass PcWRKY5 zur Trans-
aktivierung von Promotor-Reportergenkonstrukten, die W-Boxen enthalten, in der Lage ist 
(Cormack et al., 2002). Dass es sich bei PcWRKY5 tatsächlich um das Homolog von 
AtWRKY70 handelt, welches die Pep25-Responsivität vermittelt, kann auf Grundlage dieser 




quenzdaten aus Petersilie nicht vollständig sind, kann in Petersilie ebenso gut ein weiterer 
Faktor mit größerer Homologie existieren. 
6.4. Sind weitere Faktoren in die Pep25-Responsivität von 
30I-8_M1S1 involviert? 
Der in 30I-8_M1S1 durch Mutationen eingegrenzte essentielle Bereich für die 
Pep25-Responsivität beinhaltet die WRKY70-TFBS. Mutationen von nur 2 bp in der TFBS 
führen zum Verlust der Pep25-Induzierbarkeit (Abbildung 40). Allerdings hat eine weitere 
Mutation den gleichen Effekt, obwohl diese außerhalb der TFBS liegt (Mutation 7, Abbildung 
6). Denkbar ist, dass ein weiterer TF, der in der durch Mutation 7 betroffenen Region bindet, 
für die Pep25-Induktion mitverantwortlich ist. Ein Beispiel für diese Möglichkeit ist die Regu-
lation des PR-1a Promotors in Tabak. Hier haben eine TGA-TFBS sowie die WK1-Box (TFBS 
für NtWRKY12) einen synergistischen Effekt auf die Induktion von PR-1a durch bakterielle 
MAMPs (van Verk et al., 2008). Beide cis-Elemente befinden sich in räumlicher Nähe zuei-
nander und es konnte eine direkte physikalische Interaktion zwischen NtWRKY12 und 
TGA2.2 aus Tabak gezeigt werden (van Verk et al., 2011). Ein ähnlicher Mechanismus wäre 
auch in dem hier untersuchten Fall denkbar: Beispielsweise könnte ein zweiter TF benach-
bart zur WRKY70-TFBS binden und so die Bindung des WRKY-Faktors begünstigen. Analy-
sen des durch Mutation 7 betroffenen Bereichs in der 30I-8_M1S1-Sequenz mittels STAMP 
(Mahony und Benos, 2007) ergeben keine signifikanten Hinweise, um welchen zusätzlichen 
TF es sich handeln könnte (nicht gezeigt). Yeast Two-Hybrid Experimente mit WRKY70 als 
Bait-Protein könnten Hinweise auf einen möglicherweise beteiligten zweiten TF liefern. 
 
Neben dem Einfluss eines zweiten TF ist es auch denkbar, dass die Nukleotide vor der 
TFBS einen Einfluss auf die Affinität des WRKY-TF zu der Zielsequenz haben. Es wurde 
anhand einiger ausgewählter WRKY-TF bereits gezeigt, dass auch Nukleotide außerhalb der 
eigentlichen W-Box einen Effekt auf die Protein-DNA-Interaktion haben können (Ciolkowski 
et al., 2008). Es wäre also denkbar, dass die Affinität zur WRKY70-TFBS bei Mutation 7 
nicht mehr ausreichend ist, um die Pep25-Responsivität zu bewirken. Dies steht scheinbar 
im Widerspruch zu den Kotransfektionsexperimenten sowie zu den Ergebnissen der Gelshift-
Experimente: Hier haben Mutationen außerhalb der TFBS keinen oder nur einen geringen 
Einfluss (Abbildung 29, Abbildung 37). Ein Grund hierfür können die unterschiedlichen expe-
rimentellen Bedingungen sein. In den Kotransfektionsexperimenten stand WRKY70 unter der 
Kontrolle des starken 35S-Promotors und könnte somit in viel größerer Menge vorliegen als 




Transaktivierung des Reportergens führen. Auch in den Gelshift-Experimenten sind die Bin-
dungsbedingungen und das Protein–DNA-Verhältnis sehr wahrscheinlich anders als in vivo, 
was ebenfalls zu der beobachteten Diskrepanz führen könnte. Ein weiterer möglicher Erklä-
rungsansatz ist der potentielle Unterschied zwischen AtWRKY70 und dem unbekannten  
P. crispum-Homolog: In den Induktionsexperimenten mit Pep25 findet keine heterologe Ex-
pression von AtWRKY70 statt und das homologe Protein, welches die Responsivität vermit-
telt, könnte eine leicht abweichende TFBS bzw. Sensitivität für benachbarte Nukleotide ha-
ben. Zusammenfassend kann aus den vorliegenden Daten nicht eindeutig geschlossen wer-
den, ob ein zweiter TF für die Pep25-Responsivität notwendig ist oder ob es andere Ursa-
chen für die Diskrepanz zwischen WRYK70-TFBS und Pep25-responsiver Region gibt.  
6.5. Lässt sich die beobachtete Pathogen-Responsivität in trans-
genen 30I-8_M1S1-Linien mit der Expression von WRKY70 korrelie-
ren? 
Durch Analyse transgener Arabidopsis-Linien, die ein 30I-8_M1S1-GUS-Konstrukt tragen, 
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass 30I-8_M1S1 eine leichte Responsivität auf  
B. cinerea-Infektion sowie eine deutlich schwächere Responsivität auf Infektion mit einem 
avirulenten Pto DC3000-Stamm vermittelt (5.3). Daten aus Petersilie-Protoplasten legen na-
he, dass WRKY70 direkt für die in diesem System beobachtete Pep25-Responsivität verant-
wortlich ist (5.12). Es ist daher wahrscheinlich, dass die Pathogen-Responsivität in transge-
nen 30I-8_M1S1-Linien ebenfalls durch WRKY70 vermittelt wird. Ein direkter Beweis für die-
se Hypothese steht allerdings noch aus. Analysen zur Induzierbarkeit von 30I-8_M1S1 in 
wrky70-Knockout-Pflanzen stellen eine Möglichkeit zur Überprüfung dar. Die Reportergen-
expression in diesen Pflanzen sollte durch B. cinerea nicht mehr induzierbar sein. Entspre-
chende wrky70-Knockout-Pflanzen wurden bereits vom Arabidopsis Stock Center (Notting-
ham Arabidopsis Stock Centre, Loughborough, England) bezogen, die T-DNA-Insertion veri-
fiziert und homozygote Pflanzen selektiert. Diese können in Zukunft für o.g. Experimente 
verwendet werden. Eine sinnvolle Ergänzung zu diesen Experimenten wären Chroma-
tin-Immunopräzipitationen (ChIP) mit WRKY70. Mittels dieser Analysen könnte eine in vivo 
Interaktion von WRKY70 mit der Zielsequenz gezeigt werden. Diese Zielsequenz wäre ent-
weder der synthetische Promotor in 30I-8_M1S1-GUS-Pflanzen oder der native Promotor, 
aus dem die 30I-8_M1S1-Sequenz identifiziert wurde (At5g12930). Geeignete 
T-DNA-Konstrukte, die für WRKY70 mit einem N-terminalen Myc-Tag codieren, wurden be-
reits in A. thaliana transformiert. Das Myc-Tag kann für die Präzipitation von WRKY70 als 




Weitere Hinweise für die Involvierung von WRKY70 in die Induzierbarkeit der 
30I-8_M1S1-Sequenz können aber auch ohne zusätzliche Experimente gewonnen werden: 
Hierzu werden Genexpressionsdaten von WRKY70 mit der in Arabidopsis beobachteten Pa-
thogen-Responsivität von 30I-8_M1S1-Linien korreliert. Zu diesem Zweck wurde, wie auch 
schon bei SPL7, der Arabidopsis eFP-Browser verwendet (Winter et al., 2007). Wie erwartet 
und bereits diskutiert (s.o.) wird WRKY70 durch SA-Behandlung der Pflanzen induziert. Der 
relative Induktionsfaktor beträgt bei 3 h SA-Behandlung laut eFP-Browser 29,44. Bei Patho-
geninfektion fallen die Induktionsfaktoren niedriger aus. Durch Infektion mit dem hemibiotro-
phen Oomyceten Phytophthora infestans wird nach 24 h ein Induktionsfaktor von 8,31 er-
reicht. Im Gegensatz dazu führt das virulente, ebenfalls hemibiotrophe Bakterium Pto 
DC3000 zu keiner Induktion, teilweise sogar zu leichter Repression. Ein avirulenter Stamm 
dieses Bakteriums (Pto DC3000 avrRPM1) bewirkt allerdings eine deutliche Induktion der 
WRKY70-Expression (Induktionsfaktor 2,13; 24 h nach Infektion). Infektion mit dem nekro-
trophen Pilz B. cinerea bewirkt innerhalb der ersten 48 h keine Induktion (Induktionsfaktor 
1,2 bzw. 0,84 nach 18 bzw. 48 h).  
 
B. cinerea führte in der vorliegenden Arbeit drei Tage nach Infektion zu einer klar induzierten 
Reportergenaktivität in transgenen 30I-8_M1S1-Linien. Die Microarray-basierten Daten aus 
dem eFP-Browser zeigen in den ersten 48 h der Infektion jedoch keine Induktion von 
WRKY70. Ein Zusammenhang mit der Induktion von 30I-8_M1S1 durch B. cinerea ist daher 
nicht eindeutig zu erkennen. Dem widersprechen allerdings Daten von AbuQamar et al. 
(2006), die deutlich gesteigerte WRKY70-Expression 24 h nach Infektion (9,2–fach) und we-
niger starke Expression nach 36 bzw. 60 h zeigen. AbuQamar et al. zeigen außerdem, dass 
wrky70-Mutanten eine erhöhte Sensitivität gegenüber B. cinerea aufweisen. Dies korreliert 
mit der Beobachtung, dass 30I-8_M1S1 durch B. cinerea induziert wird und unterstreicht die 
Bedeutung von WRKY70 während B. cinerea-Infektion. Auch die Expressionsdaten von 
WRKY70 während Pto DC3000 (virulent bzw. avirulent)-Infektion decken sich gut mit den in 
transgenen 30I-8_M1S1-Pflanzen erhaltenen Daten: 30I-8_M1S1-Linien zeigen eine schwa-
che Induktion bei Infektion mit dem avirulenten Pathogen und keine Induktion bei Verwen-
dung des virulenten Stammes (Abbildung 14). Die Daten aus dem eFP-Browser zeigen für 
WRKY70 ein ähnliches Muster. Auch hier könnte die Anwesenheit bzw. Induktion von 
WRKY70 für die Pathogen-Responsivität von 30I-8_M1S1 nötig sein.  
 
Die weiteren aus dem eFP-Browser erhaltenen Daten weisen darauf hin, dass WRKY70 be-
sonders bei Behandlung mit SA induziert wird. Zukünftige Experimente mit diesem Stimulus 
könnten also auch zu einer erhöhten Expression in den 30I-8_M1S1-GUS-Pflanzen führen. 




besonders interessant. Zusammenfassend ist anzumerken, dass die Microarray-Daten vor-
sichtig zu interpretieren sind, da große Differenzen zwischen verschiedenen Datensätzen 
auftreten können, wie am Beispiel der Daten zur B. cinerea-Infektion erkennbar ist. Dennoch 
unterstützen die genannten Daten die Vermutung, dass WRKY70 die Patho-
gen-Responsivität von 30I-8_M1S1-Linien vermittelt. 
 
Neben den Daten zur Expression während verschiedener Pathogeninfektionen wurden in 
dieser Arbeit auch Daten zur Grundaktivität der 30I-8_M1S1-Sequenz in transgenen  
Arabidopsis-Linien gesammelt. Es liegt nahe, dass WRKY70 neben der Pathogen-
Responsivität auch die Aktivität von 30I-8_M1S1 in Abwesenheit eines Pathogens reguliert. 
Daher ist ein Vergleich der WRKY70-Expression während verschiedener Entwicklungsstadi-
en mit der 30I-8_M1S1-Aktivität interessant. Die 30I-8_M1S1-GUS-Pflanzen zeigen im Keim-
lingsstadium, aber besonders in den adulten Pflanzen, eine histochemisch nachweisbare 
GUS-Aktivität. Insgesamt sind die Färbungen sehr heterogen, konzentrieren sich aber in den 
adulten Pflanzen besonders auf die Blätter (Abbildung 10, Anhang 8 und Anhang 9). Die 
heterogenen Ergebnisse der GUS-Färbungen können verschiedene Ursachen haben. Neben 
Positionseffekten, die einen Einfluss auf die Expression des Reportergens haben können, 
sind zumindest in den in Erde kultivierten Pflanzen Einflüsse von Mikroorganismen nicht 
auszuschließen. Letztere könnten zur Induktion von WRKY70 und damit zur Aktivierung von 
30I-8_M1S1 führen (s.o.). 
 
Weiterhin lässt sich aber auch die Rolle von WRKY70 als negativer Regulator der Senes-
zenz, bzw. die kontinuierlich ansteigende WRKY70-Expression während der Blattentwicklung 
(Ülker et al., 2007), mit den oben geschilderten Ergebnissen zur Deckung bringen. Wenn 
WRKY70 die 30I-8_M1S1-Sequenz tatsächlich direkt reguliert, wäre ein Expressionsmuster 
zu erwarten, in welchem die adulten Pflanzen bzw. die älteren Blätter die höchste Aktivität 
aufweisen. Dies ist im Gesamtbild aller 30I-8_M1S1-Linien auch zu beobachten und kann als 
zusätzlicher Hinweis für eine WRKY70-30I-8_M1S1-Interaktion in vivo gewertet werden. 
 
Auch die Bindung von SPL7 an die GTAC-Sequenz in 30I-8_M1S1 könnte einen Einfluss auf 
die beobachtete Grundaktivität in transgenen Linien haben. Expressionsdaten von SPL7 und 
dessen Rolle in der Kupferhomöostase (Yamasaki et al., 2009) passen allerdings nicht zu 
dieser Hypothese. Zusammenfassend ist es daher wahrscheinlich, dass nur WRKY70 für die 




6.6. Mögliche Ursachen für die ungewöhnliche Bindungsspezifität 
von WRKY70 
Aus der hier dokumentierten Identifikation der WRKY70-TFBS CGACTTTT in 30I-8_M1S1 
kann geschlossen werden, dass WRKY70 sehr wahrscheinlich zu den wenigen WRKY-TF 
gehört, die auch an eine von der klassischen W-Box abweichende Zielsequenz binden kön-
nen. Zu diesen gehört der WRKY-Faktor HvWRKY46/SUSIBA2, der an ein nicht genau defi-
niertes Zucker-responsives cis-Element aus Gerste sowie an klassische W-Boxen binden 
kann (Sun et al., 2003). Weiterhin ist bekannt, dass OsWRKY13 sowohl das Patho-
gen-responsive PRE4-Element (TGCGCTT) in Reis als auch W-Box Sequenzen bindet (Cai 
et al., 2007). NtWRKY12 aus Tabak hingegen bindet eine WK-Box (TTTTCCAC) aber keine 
W-Boxen (van Verk et al., 2008). Die beiden zuerst genannten Faktoren tragen das sehr 
häufige WRKYGQK-Motiv in der Aminosäuresequenz ihrer DNA-bindenden Domänen, wäh-
rend NtWRKY12 die weniger häufige WRKYGKK-Sequenz enthält. Die Hypothese, dass 
einzig der Austausch von Lysin (K) zu Glutamin (Q) verantwortlich für die veränderte Spezifi-
tät ist, konnte im Fall von NtWRKY12 jedoch nur teilweise bestätigt werden: Zwar verliert 
NtWRKY12 nach Modifikation der WRKYGKK-Sequenz zu WRKYGQK bzw. WRKYGEK 
(einer weiteren Variante der WRKY-Domäne) die Affinität zur WK-Box, allerdings führt das 
nicht zur Bindung der klassischen W-Box. Folglich müssen neben dem Glutamin- bzw.  
Lysin-Rest auch andere Aminosäuren eine Rolle für die DNA-Spezifität spielen (van Verk  
et al., 2008). Neben den oben besprochenen Faktoren konnte für AtWRKY26, 38 und 43 
gezeigt werden, dass zumindest einige Punktmutationen in der W-Box toleriert werden kön-
nen, die Affinität dieser Faktoren zur klassischen W-Box aber größer ist (Ciolkowski et al., 
2008). 
 
AtWRKY70 trägt eine klassische WRKYGQK-Sequenz in der DNA-bindenden Domäne. Die 
WRKY-Domänen aller Klasse III WRKY-TF aus Arabidopsis wurden bereits identifiziert 
(Zhang und Wang, 2005, Supplementary Data). Um zu untersuchen, ob die WRKY-Domäne 
von WRKY70 Unterschiede zu anderen Klasse III Mitgliedern aufweist, wurde mittels Clustal 
Omega (www.ebi.ac.uk/tools) ein Alignment durchgeführt, in welchem alle WRKY-Domänen 
dieser Klasse aus Arabidopsis berücksichtigt sind. Mögliche Abweichungen könnten die un-
gewöhnliche Bindungsspezifität von WRKY70 erklären. Das Ergebnis zeigt, dass neben der 
WRKYGQK-Sequenz auch alle anderen vollständig konservierten Aminosäuren der Klasse 
III WRKY-Domäne in WRKY70 unverändert vorliegen (Anhang 29). Anhand des Alignments 
wurde eine Konsensussequenz erstellt, in welcher alle Aminosäuren, die in mehr als 80 % 




hier zeigt sich nur an einer Position eine Abweichung zwischen WRKY70 und den übrigen 
WRKY-Domänen (Anhang 30). Der an Position 30 in 12 von 14 Domänen konservierte Tyro-
sin-Rest (Y) ist in WRKY70 und dem mit WRKY70 am nächsten verwandten WRKY54 gegen 
Phenylalanin (F) substituiert. Dies könnte einen Einfluss auf die Bindungsspezifität haben, 
bedarf aber experimenteller Untersuchungen. Allerdings haben Strukturanalysen eines Kom-
plexes aus der C-terminalen AtWRKY4-Domäne und einer W-Box gezeigt, dass die Interak-
tion zwischen einer TTTGACC-Sequenz und der WRKY-Domäne durch direkten Kontakt der 
Aminosäuren RKYGQK aus der WRKYGQK-Sequenz mit der W-Box Sequenz resultiert 
(Yamasaki et al., 2012). Die gesamte Kontaktfläche - inklusive der Interaktionen mit dem 
Zucker-Phosphat-Rückgrat - beläuft sich dabei auf eine Länge von 8 bp. Besonders apolare 
Interaktionen zwischen den drei Thymin-Nukleotiden und den Aminosäuren aus der 
WRYKGQK-Sequenz sind hierfür wichtig (Yamasaki et al., 2012). Für weitere fünf Aminosäu-
ren aus dem entsprechenden Komplex wurden Interaktionen (Wasserstoffbrückenbindung 
bzw. elektrostatische Anziehung) mit Phosphatgruppen der DNA gezeigt (Yamasaki et al., 
2012). Auf Grundlage dieser Daten lassen sich keine klaren Vermutungen zur Ursache der 
abweichenden Bindungsspezifität von WRKY70 ableiten. Dabei ist allerdings zu beachten, 
dass WRKY70 einer anderen Klasse von WRKY-Proteinen angehört als WRKY4 (Klasse III 
statt Klasse I) und die Bindungssituation daher möglichweise abweichend ist. Zusammenfas-
send ist also anzunehmen, dass die DNA-Bindung bei WRKY70 vermutlich durch weitere, 
nicht näher definierte Strukturmerkmale möglicherweise außerhalb der WRKY-Domäne da-
hingehend beeinflusst wird, dass die CGACTTTT-Sequenz gebunden wird. Da die vorliegen-
den Daten aber auch auf eine Interaktion mit klassischen W-Boxen hinweisen, scheint nach-
wievor die WRKY-Domäne ausschlaggebend für die Bindung zu sein. Die oben erläuterte 
Bedeutung der Thymin-Basen einer W-Box für die Interaktion mit der WRKY-Domäne passt 
zu der in dieser Arbeit identifizierten TFBS: Hier finden sich vier Thymin-Basen, welche für 
die WRKY70-Bindung essentiell sind. Auch die Länge der identifizierten TFBS (CGCATTTT) 
passt mit acht Nukleotiden zum oben beschriebenen Komplex.  
 
Um Informationen über bekannte Protein-DNA-Komplexe, die eine ähnliche DNA-Sequenz 
wie die WRKY70-TFBS aufweisen, zu erhalten, wurde das Online-Tool „3D-footprint“ ver-
wendet (Contreras-Moreira, 2010). Dieses Tool erlaubt es, ausgehend von einer 
DNA-Sequenz, eine Datenbank mit kristallographischen Daten zu durchsuchen. Das Pro-
gramm sucht dabei nach Protein-DNA-Komplexen, in denen eine ähnliche Sequenz gebun-
den wird. Dadurch können Hinweise auf die Art des möglicherweise an die fragliche Sequenz 
bindenden TF erhalten werden. Eine Datenbank-Suche mit der CGACTTTT-Sequenz aus 
30I-8_M1S1 ergab allerdings keine Treffer, die mit WRKY70 oder WRKY70-ähnlichen Pro-




E-Wert ist „I-CreI“ (Endonuklease aus Chlamydomonas reinhardtii). Dieses Protein zeigt kei-
ne relevanten Ähnlichkeiten zu WRKY-Proteinen oder anderen TF aus Arabidopsis. Es las-
sen sich aus diesen Ergebnissen daher keine weiteren Hinweise auf die Ursache der 
WRKY70-Bindungsspezifität ableiten. 
 
Ausgehend von der DNA-bindenden Domäne von WRKY70 wurde auch der umgekehrte 
Weg in der „3D-footprint“ Analyse gegangen: D.h. mit der Sequenz der WRKY-Domäne wur-
den ähnliche Proteine bzw. Protein-DNA-Komplexe gesucht. Auch hier ergaben sich aber 
keinerlei weiterführende Treffer, da ausschließlich der bereits oben beschriebene 
AtWRKY4-W-Box-Komplex in der Datenbank identifiziert werden konnte. Da sich alle für die 
Bindung relevanten Aminosäuren in AtWRKY4 und AtWRKY70 an gleicher Position befin-
den, ergibt auch die nachfolgende Analyse mit dem Programm „TFmodeller“ (Contre-
ras-Moreira et al., 2007) keine weiterführenden Erkenntnisse. Das Programm prognostiziert 
ausgehend von einem Alignment der beiden WRKY-Domänen für AtWRKY70 die gleiche 
TFBS, die schon für AtWRKY4 beschrieben wurde (Daten nicht gezeigt). Zusammenfassend 
ergeben sich aus den durchgeführten Datenbankrecherchen also keine neuen Erkenntnisse, 
so dass weiterhin unklar ist, wodurch die veränderte DNA-Spezifität von WRKY70 ausgelöst 
wird. 
 
Ein möglicher experimenteller Ansatz zu Klärung dieser Frage wäre es, verschiedene Versi-
onen der WRKY-Domäne aus WRKY70 zu erstellen und für Gelshift-Experimente zu nutzen. 
Dabei wäre es denkbar, zunächst Gruppen von z.B. zehn Aminosäuren (AS) gegen entspre-
chende AS aus einem Gruppe III WRKY-Protein zu tauschen und zu untersuchen, ob die 
WRKY70-TFBS immer noch gebunden wird. Das WRKY-Protein, aus dem die 
AS-Sequenzen stammen, sollte dabei so gewählt werden, dass es zwar die W-Box, nicht 
aber die WRKY70-TFBS bindet. Ein möglicher Kandidat wäre WRKY54, der am nächsten mit 
WRKY70 verwandte TF. Die Bindung von WRKY54 an die WRKY70-TFBS müsste allerdings 
zunächst noch ausgeschlossen werden. Mit dieser Strategie könnte möglicherweise eine 
Version der WRKY-Domäne aus WRKY70 erstellt werden, welche zwar noch an die W-Box, 
nicht aber an die hier definierte TFBS bindet. Damit könnten die für die Bindung verantwortli-
chen Aminosäuren eingegrenzt werden. Ein ähnlicher Ansatz, bei dem einzelne Aminosäu-
ren substituiert wurden, hat im Fall von AtWRKY11 zur Identifizierung einiger Aminosäuren 
außerhalb der WRKYGQK-Sequenz geführt, welche die Bindung an eine W-Box beeinflus-
sen. Hierbei konnten auch Aminosäuren außerhalb der eigentlichen WRKY-Domäne identifi-





6.7. Anhand von Bindungsstudien kann eine Konsensussequenz 
für die WRKY70-TFBS postuliert werden 
Mutationsanalysen in Protoplasten und die Gelshift-Experimente mit WRYK70, 30I-8_M1S1 
und verschiedenen Kompetitorsequenzen aus Motivgruppe 27 legen den Schluss nahe, dass 
auch 30I-8_M1S1-ähnliche Sequenzen von WRKY70 gebunden werden können. Zumindest 
das erste Nukleotid der CGACTTTT-Sequenz ist variabel. Mutation 14, welche an Position 1 
ein Thymin anstelle des Cytosins trägt, kann in Protoplasten noch durch WRKY70 induziert 
werden und kompetiert die 30I-8_M1S1-WRKY70-Interaktion im Gelshift-Experiment fast 
vollständig (Abbildung 37). Die in dieser Mutation vorliegende Sequenz ähnelt einer klassi-
schen W-Box, da sie den invarianten TGAC-Kern enthält (TGACTTTT). Ebenso werden die 
30I-8_M1S1-ähnlichen Sequenzen 30I-8_M1S2 (21) und 30I-8_M1S3 (22) offensichtlich 
noch durch WRKY70 gebunden (Abbildung 38). Auch diese tragen an der entsprechenden 
Stelle ein Thymin. Durch die Nukleotide weiter upstream ergibt sich in diesen beiden Fällen 
sogar eine vollständige W-Box (TTTGACTTTT). Aus diesen Ergebnissen kann indirekt ge-
folgert werden, dass WRKY70 auch an klassische W-Boxen binden kann. Da sich die der 
Kernsequenz benachbarten Sequenzen in 30I-8_M1S2/S3 jedoch von denen in 30I-8_M1S1 
unterscheiden, kann ein Einfluss der flankierenden Sequenzen nicht gänzlich ausgeschlos-
sen werden. 30I-8_M1S3 trägt beispielsweise noch eine zusätzliche W-Box hinter der Kern-
sequenz (Abbildung 4). Auch Sequenz 30H-8_M1S2 ist in der Lage, die Interaktion von 30I-
8_M1S1 mit WRKY70 zu kompetieren, allerdings nur sehr schwach (Abbildung 38). Da diese 
Sequenz an der ersten Position der Kernsequenz ein Guanin statt eines Cytosins und an der 
letzten Position ein Cytosin statt eines Thymins trägt, ist möglicherweise auch die letzte Posi-
tion variabel. Da 30H-8_M1S2 eine W-Box (TTGACC) in der 3`Region und eine W-Box ähn-
liche Sequenz (TGACC, revers komplementärer Strang) in der 5`Region trägt (Abbildung 4), 
kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Interaktion durch diese hervorgerufen wird. Die 
Interaktion zwischen WRKY70 und 30H-8_M1S2 wird daher in der weiteren Diskussion aus-
geklammert. Alle übrigen in den Gelshift-Experimenten eingesetzten Kompetitoren tragen an 
erster Position der TFBS-Region ein Adenin und sind nicht in der Lage die WRKY70-Bindung 
zu kompetieren. Auf Grundlage der Gelshift-Experimente kann daher die Konsensussequenz 
YGACTTTT (Y=C/T) für die TFBS postuliert werden (Abbildung 39). Die 
YGACTTTT-Sequenz zeigt Ähnlichkeit zu einer auf Grund von Bindungsstudien vorgeschla-
genen erweiterten W-Box-Konsensussequenz TWGTTGACYWWWW (W=A/T, Abbildung 43, 
Ciolkowski et al., 2008). Die Variabilität hinsichtlich der ersten Position im TGAC-Kern ist 
allerdings nur in der WRKY70-TFBS zu finden und scheint daher eine Besonderheit darzu-




beachtet werden, dass bisher nur die Interaktion mit CGACTTTT (aus 30I-8_M1S1) direkt 
gezeigt wurde. Alle anderen Interaktionen wurden nur indirekt durch 
Kompetitionsexperimente belegt. Da die Kompetitoren in 1000–fach molarem Überschuss 
verwendet wurden, kann keine Aussage über die mögliche Präferenz gegenüber bestimmten 
Basen an einer Position gemacht werden. Ob WRKY70 also die neue TFBS bevorzugt bin-
det bzw. ob es sich im Vergleich zur klassischen W-Box mit TGAC-Kern um eine stärkere 
Affinität handelt, ist unklar. Lediglich die Kotransfektionsexperimente liefern hier einen Hin-
weis: Mutation 14, die eine TGACTTTT-Sequenz enthält, wird nicht wesentlich stärker oder 
schwächer durch WRKY70 aktiviert (Abbildung 29). Dies spricht dafür, dass zumindest an 





Abbildung 43: Postuliertes allgemeines Sequenzlogo für WRKY-TFBS 
Übernommen aus Ciolkowski et al. (2008).  
 
Um die offenen Fragen bezüglich der Variabilität einzelner Positionen in der TFBS zu klären, 
kommen verschiedene Strategien in Frage. Weitere Gelshift-Experimente mit verschiedenen 
Punktmutationen innerhalb und außerhalb der TFBS könnten aufschlussreich sein. Hierbei 
besteht aber das Problem der relativ schlechten Quantifizierbarkeit. Es gibt allerdings auch 
Protein-DNA-Interaktionsassays, wie z.B. DPI-ELISA, in denen qualitative Daten gewonnen 
werden können (Brand et al., 2010). Eine weitere und wahrscheinlich effizientere Methode 
wäre die völlige Neubestimmung der TFBS mittels RBSS (Random Binding Site Selection) 
bzw. SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment). Bei dieser Me-
thode wird ein Gemisch von Oligonukleotiden, welches jede denkbare Sequenz enthält, mit 
dem rekombinanten Protein inkubiert, ungebundene Oligonukleotide entfernt und die gebun-
denen amplifiziert. Die Prozedur wird mit den amplifizierten Oligonukleotiden mehrfach wie-
derholt, wobei die präferierte TFBS in jeder Runde angereichert wird. Diese kann mittels 
Klonierung und Sequenzierung bestimmt werden (Tuerk und Gold, 1990). Dabei entstehen in 
der Regel verschiedene TFBS-Varianten, die die Häufigkeit eines Nukleotids an einer gege-




6.8. Welche Bedeutung hat die WRKY70-TFBS in vivo? 
Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit ist, neben der Interaktion zwischen WRKY70 und 
30I-8_M1S1, die Tatsache, dass WRKY70 eine TFBS (CGACTTTT bzw. YGACTTTT) bin-
det, die nicht der klassischen W-Box entspricht. Die Definition dieser TFBS bzw. Konsensus-
sequenz wurde bereits diskutiert. Da keine in vivo Daten über die tatsächlichen Affinität von 
WRKY70 zu der neuen TFBS vorliegen, ergibt sich die Frage nach der biologischen Signifi-
kanz der Ergebnisse bzw. der Definition möglicher WRKY70-Zielgene. Stellt die TFBS also 
tatsächlich ein Promotorelement dar, mit dem sich mögliche WRKY70-Zielgene identifizieren 
lassen? 
 
Ein experimenteller Ansatz zur Überprüfung dieser Frage im Rahmen möglicher Folgeprojek-
te wurde im Verlauf der vorliegenden Arbeit bereits vorbereitet. Zusätzlich zu bereits vorhan-
denen wrky70-Knockout-Pflanzen wurden WRKY70-Überexpressionslinien erstellt. Überex-
pressions- bzw. Knockout-Linien von WRKY70 wurden auch in der Vergangenheit erfolgreich 
analysiert (Li et al., 2004; Li et al., 2006; Ülker et al., 2007). Die entsprechenden Linien kön-
nen in Zukunft auf veränderte Genexpression der möglichen hier identifizierten 
WRKY70-Zielgene untersucht werden. Hierzu würden sich qPCR-Experimente anbieten. Die 
Auswahl von Kandidatengenen könnte anhand der TFBS-Sequenz erfolgen: Gene, die diese 
Sequenz in Ihrem Promotor tragen, sind potentiell durch WRKY70 reguliert. Eine weiterfüh-
rende Analyse wäre mit ChIP- bzw. ChIP-Seq-Experimenten möglich. Hier könnten in einem 
Experiment direkte WRKY70-Zielgene identifiziert werden und gleichzeitig Informationen 
über die Affinität zu der neuen TFBS gesammelt werden. Ist diese in den durch ChIP ange-
reicherten Sequenzen häufig vertreten, wäre das ein klarer Hinweis auf die Affinität von 
WRKY70 zur TFBS.  
 
Neben den erläuterten experimentellen Analysen kann aber auch eine Kombination von 
Genexpressionsdaten und bioinformatischen Analysen erste Hinweise auf die in vivo Bedeu-
tung der TFBS liefern. Li et al. haben mit WRKY70-Überexpressionslinien bzw. Anti-
sense-Suppressionslinien Microarray-Analysen durchgeführt (Li et al., 2004). Von mehr als 
4.500 untersuchten Genen zeigten 331 eine differentielle Expression (mehr als zweifach in-
duziert/reprimiert) im Vergleich zu Kontrollpflanzen. In 42 dieser Gene war der Induktionsfak-
tor größer als 2,5 und zusätzlich bereits ein Bezug zur Pathogenabwehr bekannt. Li et al. 
teilen diese Gene in 24 positiv regulierte (hochreguliert in WRKY70-Überexpressionslinien) 
und die restlichen negativ regulierten Gene ein. Die negativ regulierten Gene sind entweder 
in den Suppressionslinien hochreguliert bzw. den Überexpressionslinien reprimiert (Li et al., 




den 331 differentiell regulierten Genen nicht enthalten. Ob dieses Gen in den Micro-
array-Analysen berücksichtigt wurde, ist nicht publiziert.  
 
Da in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, dass WRKY70 als Aktivator fungiert, sind die 
reprimierten Gen-Gruppen vermutlich indirekt durch WRKY70 reguliert (z.B. durch Induzie-
rung eines Repressors), während die induzierten Gene sehr wahrscheinlich zumindest zum 
Teil direkt durch WRKY70 reguliert werden. Im Kontext dieser Annahme und auf Grundlage 
der Daten von Li et al. wurden diejenigen 100 Gene identifiziert, die in der Überexpressions-
line am stärksten induziert bzw. reprimiert sind. Mit dem Tool POBO (Kankainen und Holm, 
2004) wurde das Auftreten der YGACTTTT-Konsensussequenz in beiden Clustern analy-
siert. Es konnte gezeigt werden, dass die aktivierten Gene im Vergleich zum Hintergrundmo-
dell eine signifikant höhere Anzahl an YGACTTTT-Sequenzen pro Promotor tragen. Entge-
gengesetzt finden sich in den 100 reprimierten Genen signifikant weniger dieser Sequenzen 
als im Hintergrundmodell (Abbildung 41). Dementsprechend ist auch der Unterschied zwi-
schen beiden Clustern signifikant (5.13). Diese Beobachtung könnte ein Hinweis auf eine 
Rolle der Konsensussequenz in der Regulation der WRKY70-responsiven Gene darstellen. 
Es ist denkbar, dass es zur direkten Aktivierung der Gene mit der TFBS-Sequenz im Promo-
tor kommt und dass das Set der reprimierten Gene indirekt durch WRKY70 reguliert wird.  
 
Ähnliche Analysen wurden mit den gleichen Microarray-Daten (ebenfalls mittels POBO) be-
reits früher durchgeführt, allerdings stand dort keine in vitro bestätigte TFBS für WRKY70 zu 
Verfügung (Kankainen und Holm, 2004). Die Autoren dieser Studie haben eine TTGACMB 
(M=C/A; B=C/T/G) Sequenz gefunden, welche in WRKY70-induzierten Genen angereichert 
ist und eine TTGACMA-Sequenz, welche in reprimierten Genen angereichert ist. Eine Hypo-
these der Autoren besagt, dass die zuletzt genannte Sequenz durch das Adenin in der letz-
ten Position eine WRKY70-Bindung blockiert und so zur geringeren Expression beiträgt 
(Kankainen und Holm, 2004). Experimentelle Evidenz für diese Vermutung gibt es allerdings 
nicht. In der vorliegenden Arbeit wurde eine in vitro bestätigte WRKY70-TFBS identifiziert, 
welche sowohl die Repression als auch die Aktivierung der entsprechenden Gene erklären 
kann. Die Aktivierung erfolgt vermutlich direkt, da es sich bei WRKY70 offensichtlich um ei-
nen transkriptionellen Aktivator handelt (5.5) und die TFBS in den WRKY70-induzierten Ge-
nen angereichert ist (5.13). Die reprimierten Gene tragen die WRKY70-TFBS seltener, wer-
den also vermutlich nicht direkt, sondern indirekt, z.B. über die Aktivierung von Repressoren, 
durch WRKY70 reprimiert. Die im Zuge der Promotor-Analysen erhaltenen Daten können für 
zukünftige Experimente als Grundlage für die Auswahl potentieller WRKY70-Zielgene die-
nen. Die Gene mit der YGACTTTT-Konsensussequenz könnten in ChIP-Experimenten auf 




stellt in diesem Zusammenhang einen besonders interessanten Kandidaten dar. WRKY30 
kann, wie bereits erwähnt, direkt mit WRKY70 interagieren (Besseau et al., 2012). Weiterhin 
weist der WRKY30-Promotor die zur Gruppe 27 gehörende Sequenz 30I-8_M1S3 auf  
(Koschmann et al., 2012). Diese enthält eine TGACTTTT-Kernsequenz und wird wahrschein-
lich direkt durch WRKY70 gebunden (6.7, Abbildung 38). Auch die cis-Sequenz 
30H-8_M1S2, welche nur sehr schwach von WRKY70 gebunden wird (6.7, Abbildung 38), 
stammt ebenfalls aus dem WRKY30-Promotor (Koschmann et al., 2012). WRKY30 ist in den 
Expressionsdaten von Li et al. (Li et al., 2004) nicht enthalten, sodass unklar ist, ob dieses 
Gen bei WRKY70-Überexpression differentiell exprimiert wird. Es ist allerdings bekannt, dass 
WRKY30 ähnlich wie WRKY70, während der Seneszenz exprimiert wird. Die Expressions-
profile von WRKY70 und WRKY30 zeigen dabei einen leicht unterschiedlichen Verlauf. 
WRKY70 wird während der Blattentwicklung kontinuierlich immer stärker exprimiert, während 
die WRKY30-Expression erst mit Einsetzen der Seneszenz stark ansteigt (Besseau et al., 
2012). Denkbar wäre ein Regulationsmechanismus, in dem WRKY70 die Expression von 
WRKY30 stimuliert, die Proteine WRKY70 und WRKY30 dann direkt interagieren und so die 
Seneszenz kontrollieren. Ein erster Schritt zur Überprüfung dieser Vermutung wären Trans-
aktivierungsexperimente in Protoplasten. Sollte WRKY70 wie vermutet in der Lage sein die 
30I-8_M1S3-Sequenz zu aktivieren, wäre auch eine Regulation des WRKY30-Promotors in 
vivo möglich. Zusammenfassend liefern die durchgeführten Analysen Hinweise darauf, dass 
die WRKY70-TFBS tatsächlich ein regulatorisches Element in WRKY70-responsiven Genen 
darstellt. 
6.9. Sind die potentiellen WRKY70-Zielgene Pathogen-responsiv? 
Wie bereits diskutiert, legen die in dieser Arbeit erhaltenen Daten nahe, dass WRKY70 über 
die YGACTTTT-Konsensussequenz die Expression seiner Zielgene reguliert (6.8). Vor die-
sem Hintergrund ist die Frage interessant, ob die potentiellen Zielgene während der Patho-
genantwort induziert sind. Dies wäre auf Grund der Funktion von WRKY70 in der Patho-
genabwehr zu erwarten. Zur Beantwortung dieser Frage lassen sich Microarray-Daten aus 
Pathogen-infizierten A. thaliana nutzen. Das Tool „in-silico Expression Analysis“ der Daten-
bank PathoPlant (Bülow et al., 2004; Bülow et al., 2007) erlaubt es, die Genexpressionsda-
ten von Genen, welche eine bestimmte cis-Sequenz in ihrer Promotorregion tragen, zu ana-
lysieren. Dabei werden diejenigen Stimuli identifiziert, die die Genexpression der betreffen-
den Gene im Durchschnitt am stärksten beeinflussen. Für die WRKY70-TFBS wäre also eine 
Korrelation mit Pathogenen bzw. MAMPs interessant. Eine Analyse der Konsensussequenz 




lich, da keine degenerierten Positionen akzeptiert werden. Es können daher nur Analysen 
mit den einzelnen Varianten, die sich aus der Konsensussequenz ergeben, durchgeführt 
werden. Die Untersuchung einer TGACTTTT-Sequenz ist auf Grund einer zu hohen Anzahl 
von Genen mit dieser Sequenz allerdings nicht möglich. Eine online durchgeführte Analyse 
(www.pathoplant.de) der Gene, die die CGACTTTT-Sequenz aus 30I-8_M1S1 innerhalb 
einer 500 bp Promotorsequenz tragen, führt zur Identifikation von 335 Genen (Einstellungen: 
500 bp Promotorregion, Ausschluss von miRNA- und smallRNA-regulierten Genen). Diese 
Ergebnisse beruhen auf den öffentlich zugänglichen Daten in der PathoPlant-Datenbank und 
können jederzeit reproduziert werden. Die Expressionsdaten der identifizierten Gene zeigen, 
dass die beiden höchsten mittleren Induktionsfaktoren, die gleichzeitig auch die besten 
p-Werte haben, durch B. cinerea (48 hpi, Induktionsfaktor = 1,245, p-Wert = 1,4x10-9) bzw. 
Pto avrRPM1 (24 hpi, Induktionsfaktor 1,22, p-Wert = 7,8x10-11)-Infektion erreicht werden. 
Dies bedeutet, dass die Gene, welche die GACTTTT-Sequenz in ihrem Promotor tragen, im 
Mittel durch diese beiden Pathogene um einen Faktor von ca. 1,2 hochreguliert werden. Die 
experimentellen Daten, die mit 30I-8_M1S1-GUS-Linien erhalten wurden, passen gut zu die-
ser Analyse, da auch hier eine Responsivität gegenüber B. cinerea sowie Pto DC3000 
avrRPM1 beobachtet wurde (5.3). Die Genexpressionsdaten weiterer Stimuli, wie z.B.  
Pto DC3000 (virulent), zeigen z.T. auch eine leichte Induktion, allerdings sind die p-Werte in 
diesen Fällen deutlich höher, d.h. das Signifikanzniveau gering (nicht gezeigt). Insgesamt 
deutet diese Analyse darauf hin, dass die WRKY70-TFBS eine Rolle in der Patho-
gen-Responsivität potentieller WRKY70-Zielgene spielt. Experimentelle Analysen könnten 
dabei helfen, diese Vermutung zu bestätigen. Eine einfache Möglichkeit erste Hinweise zu 
erhalten, wäre die Analyse der Expression potentieller WRKY70-Zielgene in 
wrky70-Mutanten während einer B. cinerea-Infektion. Sollten die Kandidatengene im Ver-
gleich zum Wildtyp in den Mutanten schwächer oder gar nicht mehr induziert sein, wäre dies 
ein Hinweis auf eine Regulation durch WRKY70. Die bereits mehrfach angesprochenen 
ChIP-Experimente würden weiterführende Analysen ermöglichen. 
6.10. Wie kann die Transaktivierung von 27D-10_M1S2 durch 
WRKY70 erklärt werden? 
Die Pep25-responsive Region in den Sequenzen 30I-8_M1S1 und 27D-10_M1S2 ist zwar 
nicht identisch, überlappt aber um zehn Nukleotide. Diese umspannen die in Gruppe 27 defi-
nierte GACTTTT-Kernsequenz bzw. die Region in 30I-8_M1S1, in der die WRKY70-TFBS 
definiert wurde (Abbildung 9, Abbildung 40). In diesem Bereich unterscheiden sich die Se-




WRKY70 im Protoplasten-System in der Lage ist die 27D-10_M1S2-Sequenz zu transaktivie-
ren, lag die Vermutung nahe, dass WRKY70 auch mit 27D-10_M1S2 direkt interagiert.  
 
Eine Mutagenese von 27D-10_M1S2 und anschließende Kotransfektion mit WRKY70 in Pe-
tersilie-Protoplasten hat diese Vermutung aber nicht bestätigen können. Weder im zentralen 
Bereich, in dem die größte Ähnlichkeit zu 30I-8_M1S1 besteht, noch im 5` Bereich, in dem 
eine W-Box ähnliche Sequenz auftritt, konnte eine TFBS definiert werden. Zwar können zwei 
längere Mutationen in diesen Bereichen die Transaktivierbarkeit zumindest teilweise aufhe-
ben, allerdings führen kleinere Mutationen im gleichen Bereich nicht mehr zum völligen Ver-
lust der Induzierbarkeit durch WRKY70 (Abbildung 30 und Abbildung 31). Die für die Trans-
aktivierung notwendigen Nukleotide liegen folglich in einem 16 bp langen Bereich, sind aller-
dings nicht alle essentiell.  
 
Diese Ergebnisse führen zu der Vermutung, dass in 27D-10_M1S2 evtl. eine komplexere 
TFBS bzw. eine kombinatorisches Element vorliegt. Wie die Gelshift-Experimente indirekt 
zeigen, wird dieses wahrscheinlich nicht direkt von WRKY70 gebunden (Abbildung 38). Dies 
korreliert auch mit den Ergebnissen des Yeast One-Hybrid-Screenings, da WRKY70 nicht 
mit 27D-10_M1S2 sondern nur mit 30I-8_M1S1 identifiziert wurde. Möglicherweise kommt es 
daher zur Bindung von einem oder mehreren durch WRKY70 aktivierten TF an 
27D-10_M1S2. Diese Bindung könnte zur beobachteten Transaktivierung durch 
WRKY70-Überexpression führen. Eine Analyse der 27D-10_M1S2-Sequenz mittels STAMP 
(Mahony und Benos, 2007) ergibt allerdings keine Hinweise auf mögliche TFBS in den in 
Frage kommenden Sequenzabschnitten (Daten nicht gezeigt). Auch die entsprechende Ana-
lyse der gesamten 27D-10_M1S2-Sequenz erbringt keine neuen Erkenntnisse. Zwar liegt 
innerhalb der Pep25-responsiven Region eine T-Box vor (ACTTTG, revers komplementärer 
Strang), diese ist allerdings als Licht-responsiv beschrieben (Chan et al., 2001). Viele Gene, 
die an der Photosynthese beteiligt sind, tragen u.a. T-Boxen in ihrem Promotor und werden 
während biotischem Stress reprimiert (Bilgin et al., 2010). Eine Funktion der T-Box erscheint 
vor dem Hintergrund der Pathogen-Responsivität von 27D-10_M1S2 daher sehr unwahr-
scheinlich. Da auch das Yeast One-Hybrid-Screening mit 27D-10_M1S2 außer dem falsch-
positiven TF JAG keinerlei mögliche Interaktoren identifiziert hat, ist eine Hypothese, um 
welchen TF es sich handeln könnte, schwer aufzustellen. Zur experimentellen Klärung dieser 
Frage wäre es vermutlich am hilfreichsten, die für die WRKY70-vermittelte Transaktivierung 
essentiellen Nukleotide zu identifizieren. Da einzelne Mutationen weniger Nukleotide aber 
nicht ausreichend sind, um die Aktivierung aufzuheben, wäre es möglich, Kombinationen von 
kurzen Mutationen zu analysieren. Beispielsweise würden sich hier Mutation 10 und 14 an-




flussen (Abbildung 30 und Abbildung 31). Denkbar wäre, dass eine Kombination beider Mu-
tationen zu einem deutlicheren Effekt führt.  
 
27D-10_M1S2 und 30I-8_M1S1 weisen in Protoplasten sowie in transgenen  
Arabidopsis-Pflanzen eine ähnliche Pep25- bzw. Pathogen-Responsivität auf und WRKY70 
kann 27D-10_M1S2 indirekt transaktivieren. Es liegt daher nahe, dass der 
27D-10_M1S2-Aktivator direkt von WRKY70 induziert wird. Weiterhin wurden sowohl 
30I-8_M1S1 als auch 27D-10_M1S2 in der von Koschmann et al. durchgeführten bioinforma-
tischen Analyse in koregulierten Genen identifiziert, welche responsiv auf E. orontii und das 
MAMP NPP1 sind (Koschmann et al., 2012). Auch dies legt nahe, dass beide Sequenzen 
Teil des gleichen regulatorischen Netzwerkes sind. Die indirekte Aktivierung durch WRKY70 
bedeutet gleichzeitig, dass die Ähnlichkeit der Kernsequenz bzw. des Pep25-responsiven 
Bereiches zwischen 30I-8_M1S1 und 27D-10_M1S2 keine direkte biologische Relevanz hat. 
Auch wenn die Sequenzen durch die gleichen Stimuli induziert werden, sind daran unter-
schiedliche Regulatoren beteiligt.  
 
Wie in Abschnitt 6.8 diskutiert wurde, ist es möglich, potentielle WRKY70-Zielgene anhand 
der in dieser Arbeit definierten TFBS zu identifizieren. Eine darauf folgende experimentelle 
Validierung der Zielgene würde die Auswahl möglicher TF, die durch WRKY70 induziert wer-
den und anschließend 27D-10_M1S2 aktivieren, ermöglichen. TF-Kandidaten könnten in 
Transaktivierungsexperimenten validiert werden. Zusammenfassend kann zum jetzigen Zeit-
punkt aber keine fundierte Vermutung über den 27D-10_M1S2-aktivierenden Faktor ange-
stellt werden. 
6.11. Zusammenfassende Bewertung der Ergebnisse und Ausblick 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor WRKY70  
in vitro spezifisch an eine CGACTTTT-Sequenz in der bioinformatisch identifizierten 
cis-Sequenz 30I-8_M1S1 bindet. Diese Sequenz ist sowohl in Petersilie-Protoplasten als 
auch in transgenen Arabidopsis-Pflanzen Pep25- bzw. Pathogen-responsiv. Die 
WRKY70-TFBS ist für diese Responsivität essentiell. Es ist bekannt, dass WRKY70 eine 
wichtige Rolle in der Pathogenabwehr spielt (Li et al., 2004; Li et al., 2006; Ülker et al., 
2007). In diesem Zusammenhang scheint es wahrscheinlich, dass WRKY70 30I-8_M1S1 
trotz des Fehlens einer W-Box auch in vivo bindet und so die Pathogen-Responsivität vermit-
telt. Korrelationen von WRKY70-Expressionsdaten mit den beobachteten Expressions-




rung. Damit gehört WRKY70 sehr wahrscheinlich zu den wenigen WRKY-TF, die eine ande-
re TFBS als eine klassische W-Box binden können.  
 
Weitere Gelshift-Experimente legen nahe, dass die CGACTTTT-Sequenz Teil einer 
YGACTTTT-Konsensussequenz ist, welche die WRKY70-TFBS beschreibt. Bioinformatische 
Analysen liefern erste Hinweise auf die Bedeutsamkeit dieser Sequenz als regulatorisches 
Element. Im Hinblick auf die Identifizierung möglicher WRKY70-Zielgene, kann die TFBS 
daher sehr hilfreich sein. Vor dem Hintergrund, dass WRKY70 in der Pathogenantwort eine 
zentrale Position einnimmt, ist es von großem Interesse, diese in Zukunft zu identifizieren. 
Eine Auswahl von Kandidaten-Genen kann anhand der hier definierten TFBS getroffen wer-
den. 
 
Die durchgeführten Analysen zeigen auch, dass die bei Koschmann et al. (2012) definierte 
Kernsequenz der Motivgruppe 27 (GACTTTT) offensichtlich in einigen der Gruppe 27-Se-
quenzen als Teil der WRKY70-TFBS dient. Anhand der Sequenz 27D-10_M1S2 wird aber 
deutlich, dass es mindestens eine Pep25-responsive Sequenz aus Motivgruppe 27 gibt, in 
der WRKY70 wahrscheinlich nicht direkt an der Regulation beteiligt ist. 27D-10_M1S2 ent-
hält eine Pep25-responsive Region, die mit der Kernsequenz aus Motivgruppe 27 und damit 
der WRKY70-TFBS überlappt. Trotz dieser Tatsache findet keine direkte Bindung von 
WRKY70 an diese Sequenz statt. Dies bedeutet, dass es sich bei der Pep25-responsiven 
Region in 27D-10_M1S2 um ein eigenständiges cis-Element handelt, welches anders regu-
liert wird als die Sequenz 30I-8_M1S1, welche die WRKY70-TFBS enthält. Aus diesen Be-
obachtungen folgt, dass die bei Koschmann (2012) durchgeführte Gruppierung von Se-
quenzmotiven dazu führen kann, dass scheinbar sehr ähnliche Sequenzen der gleichen Mo-
tivgruppe zugeordnet werden, diese aber trotz ihrer Ähnlichkeit durch andere TF reguliert 
werden, bzw. verschiedene cis-Elemente enthalten. 
 
Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass aus den bei  
Koschmann et al. (Koschmann et al., 2012) beschriebenen Pathogen-responsiven Sequen-
zen neue TFBS und damit möglicherweise auch neue Regulatoren der Pathogenantwort 
identifiziert werden können. Dies unterstreicht den Nutzen der bioinformatischen Analysen 
und die Effizienz des gewählten experimentellen Ansatzes. Neben weiterer Analysen der hier 
beschriebenen WRKY70-TFBS bzw. der WRKY70-Zielgene, könnten in Zukunft mittels ähn-
licher Vorgehensweisen weitere, möglicherweise bisher unbekannte cis-Sequenzen bzw. 
TFBS charakterisiert werden. Dadurch sollte es möglich sein, weitere Regulatoren der Pa-
thogenantwort zu identifizieren. Eine Optimierung des Systems scheint dabei besonders im 




mittels Yeast One-Hybrid-Screening einen neuen TF zu identifizieren, steigt mit der Zahl der 





Pflanzen sind einer Vielzahl von Phytopathogenen ausgesetzt und besitzen daher komplexe 
Resistenz- und Abwehrmechanismen. Ein wichtiger Bestandteil der Pathogenabwehr ist die 
massive transkriptionelle Reprogrammierung, z.B. zur Induktion von Abwehrgenen. Neben 
den an dieser Reprogrammierung beteiligten Transkriptionsfaktoren (TF), sind auch deren 
Transkriptionsfaktorbindungsstellen (TFBS) in den Promotoren der Zielgene dafür unver-
zichtbar. Bioinformatische Analysen haben in der Vergangenheit zur Identifikation neuer po-
tentieller TFBS in Pathogen-responsiven Promotoren aus A. thaliana geführt. Viele dieser 
cis-Sequenzen können als synthetische Promotoren in Petersilie-Protoplasten eine Respon-
sivität auf das MAMP (microbe-associated molecular pattern) Pep25 vermitteln. Zwei Se-
quenzen, die aus einer Gruppe Pep25-responsiver Sequenzen mit einer hoch konservierten 
[T/G]ACTTTT-Kernsequenz stammen, wurden in der vorliegenden Arbeit näher analysiert. 
Ziel der Arbeit war es, zu untersuchen, ob die konservierte Kernsequenz ein neues funktio-
nelles cis-Element darstellt und ggf. die an der Regulation beteiligten TF zu identifizieren.  
 
Durch Mutationsanalysen konnte gezeigt werden, dass die Kernsequenz in beiden Sequen-
zen unverzichtbar für die Pep25-Responsivität ist und diese daher Teil eines funktionellen 
cis-Elementes ist. In beiden Fällen, sind auch Nukleotide benachbart zur Kernsequenz für 
die Responsivität notwendig. Die Untersuchung von Promotor-Reportergenkonstrukten in 
transgenen A. thaliana-Linien belegt, dass beide bioinformatisch identifizierten Sequenzen 
eine Responsivität auf Infektion mit Botrytis cinerea vermitteln. Yeast One-Hybrid-Screenings 
und Transaktivierungsassays in Petersilie- und Arabidopsis-Protoplasten führten zur Identifi-
zierung von WRKY70 als Aktivator der untersuchten Sequenzen.  
 
WRKY70 ist ein zentraler Regulator der pflanzlichen Pathogenantwort. Die WRKY70-TFBS 
war bisher aber unbekannt. WRKY70 kann die beiden hier untersuchten cis-Sequenzen 
transaktivieren. Eine TFBS sowie die direkte in vitro Interaktion konnte aber nur mit einer der 
Sequenzen gezeigt werden. Die zweite Sequenz wird vermutlich indirekt durch WRKY70 
reguliert. Die identifizierte TFBS hat die für WRKY-Faktoren untypische Sequenz 
CGACTTTT. Mutationen innerhalb der TFBS führen zum Verlust der Pep25-Responsivität, 
der Transaktivierbarkeit und der Bindung durch WRYK70. Bindungsstudien mit weiteren eng 
verwandten Pep25-responsiven Sequenzen legen nahe, dass die Konsensussequenz der 
WRKY70-TFBS als YGACTTTT beschrieben werden kann. Bioinformatische Analysen zei-
gen, dass diese Sequenz in WRKY70-induzierten Genen angereichert ist und dass potentiel-




In der vorliegenden Arbeit ist somit eine neue WRKY70-TFBS als Bestandteil eines Patho-
gen-responsiven cis-Elements, welches keine WRKY-TFBS enthält, identifiziert worden. Die 
Frage nach der in vivo Bedeutung dieser TFBS in der pflanzlichen Pathogenabwehr kann 
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Anhang 1: Aminosäuresequenz des klonierten SPL7-Proteins 
Die bei NCBI angegeben SPL7-Aminosäuresequenz (SPL7) ist im Vergleich zur Sequenz des klonier-
ten SPL7 (SPL7*) gezeigt. Identische Positionen sind durch Punkte markiert. Es kommt an den Positi-





Anhang 2: Pep25-Responsivität aller 30I-8_M1S1-Mutationen 




) aus verschiedenen Experimenten 
(Exp.) mit und ohne Pep25-Applikation (-/+ Pep25) sowie die Mittelwerte (Mittelw.) und die Standard-
abweichung (Std.abw.) zu jedem Konstrukt. 

















3 718 4.622 
  798 4.931 
4 1.971 4.787 
  1.526 3.540 
5 5.608 25.342 
  5.026 20.763 
6 1.942 6.425 
  1.602 4.946 
7 1.361 3.856 
  1.442 5.861 
8 1.320 6.082 
  1.679 8.923 
9 1.590 4.422 







































































































































































































Anhang 3: Pep25-Responsivität aller 27D-10_M1S2-Mutationen 




) aus verschiedenen Experimenten 
(Exp.) mit und ohne Pep25-Applikation (-/+ Pep25) sowie die Mittelwerte (Mittelw.) und die Standard-
abweichung (Std.abw.) zu jedem Konstrukt. 

















3 2.571 34.817 
  3.521 39.125 
4 4.677 75.498 
  4.905 116.760 
5 1.467 32.639 
  2.377 43.121 
6 1.877 22.759 
  2.503 51.415 
7 2.268 61.985 
  2.022 44.146 
8 2.026 64.765 
  2.547 56.740 
9 2.142 45.726 
















































































































































































Anhang 4: Ergebnisse von Agrobacterium-Infiltrationsexperimenten an N. benthamiana 
Wie bei Koschmann et al. (2012) beschrieben, wurden verschiedene cis-Sequenzen in Promo-
tor-GUS-Konstrukten auf ihre Funktionalität in transienten Infiltrationsexperimenten an N. benthami-
ana untersucht. Gezeigt sind qualitative GUS-Färbungen von infiltriertem Blattmaterial. PK: Posi-
tiv-Kontrolle NK: Negativ-Kontrolle. Die Bezeichnung der Sequenzen entspricht der bei Koschmann et 
al. 30I-8_M1S1 entspricht Konstrukt 20, 27D-10_M1S2 entspricht Konstrukt 23. 







Anhang 5: Tabelle der transgenen Arabidopsis thaliana-Linien 
Angegeben ist die Anzahl der Phosphinotricin-resistenten bzw. sensitiven Pflanzen in der 
T1-Generation und deren mathematisches Verhältnis.  
 
Für Pflanzen mit einem T-DNA-Locus wird nach Selbstung eine Segregation von 3:1 (resis-
tent:sensitiv) erwartet. 
 
Pflanzen mit zwei T-DNA-Loci segregieren im Verhältnis 15:1 (resistent:sensitiv) 
 
Die aus der Segregation abgeleitete Zahl der T-DNA-Loci wurde mittel Chi
2
-Test nach folgender For-




Mit  Nj  = beobachtet Anzahl (z.B. resistenter Pflanzen) 
 noj  = erwartete Anzahl (z.B. resistenter Pflanzen) 
 m  = verschiedene Kategorien (hier: 1 und 2, resistente bzw. sensitive Pflanzen) 





 größer als 3,84 so wurde die Hypothese auf einem Signifikanzniveau von 0,05 
(Irrtumswahrscheinlichkeit = 5%) abgelehnt. Ist Chi
2
 kleiner 3,84 so wurde die Hypothese akzeptiert. 
Bei mit * gekennzeichneten Ergebnissen konnte mit dem Chi
2











4xD-pGPTV_bar 1 146 22 6,6:1 * 
4xD-pGPTV_bar 2 169 38 4,4:1 * 
4xD-pGPTV_bar 3 69 7 9,8:1 * 
4xD-pGPTV_bar 4 165 56 2,9:1 1 
TATA-pGPTV_bar 2 122 11 11,1:1 2 
TATA-pGPTV_bar 3 57 26 2,2:1 1 
TATA-pGPTV_bar 4 108 13 8,3:1 * 
TATA-pGPTV_bar 5 64 7 9,1:1 2 
35S-pGPTV_bar 1 124 51 2,4:1 1 
35S-pGPTV_bar 2 109 39 2,8:1 1 
35S-pGPTV_bar 3 133 56 2,4:1 1 
35S-pGPTV_bar 4 174 12 14,5:1 2 












30I-8_M1S1-pGPTV_bar 1 72 37 1,9:1 * 
30I-8_M1S1-pGPTV_bar 2 70 13 5,4:1 * 
30I-8_M1S1-pGPTV_bar 3 69 29 2,4:1 1 
30I-8_M1S1-pGPTV_bar 4 88 9 9,8:1 2 
30I-8_M1S1-pGPTV_bar 5 97 7 13:1 2 
30I-8_M1S1-pGPTV_bar 6 69 31 2,2:1 1 
30I-8_M1S1-pGPTV_bar 7 93 7 13,3:1 2 
30I-8_M1S1-pGPTV_bar 8 72 24 3:1 1 
30I-8_M1S1-pGPTV_bar 9 91 2 45,5:1 2 
30I-8_M1S1-pGPTV_bar 10 65 37 1,8:1 * 
30I-8_M1S1-pGPTV_bar 11 59 41 1,4:1 * 
30I-8_M1S1-pGPTV_bar 12 61 13 4,7:1 1 
30I-8_M1S1-pGPTV_bar 13 76 25 3:1 1 
30I-8_M1S1-pGPTV_bar 14 71 28 2,5:1 1 
27D-10_M1S2-pGPTV_bar 1 68 33 2,1:1 1 
27D-10_M1S2-pGPTV_bar 2 66 47 1,4:1 * 
27D-10_M1S2-pGPTV_bar 3 110 14 7,9:1 * 
27D-10_M1S2-pGPTV_bar 4 115 36 3,2:1 1 
27D-10_M1S2-pGPTV_bar 5 145 9 16,1:1 2 
27D-10_M1S2-pGPTV_bar 7 151 47 3,2:1 1 
27D-10_M1S2-pGPTV_bar 8 189 22 8,6 * 
27D-10_M1S2-pGPTV_bar 9 163 42 3,9:1 1 
27D-10_M1S2-pGPTV_bar 10 145 13 11,2:1 2 
27D-10_M1S2-pGPTV_bar 11 197 21 9,4:1 * 
27D-10_M1S2-pGPTV_bar 12 55 25 2,2:1 1 
27D-10_M1S2-pGPTV_bar 13 106 16 6,6:1 * 






Anhang 6: GUS-Färbungen von 35S-pGPTV_bar- und TATA-pGPTV_bar-Keimlingen 
Qualitative GUS-Färbungen von 7 und 14 Tage alten Keimlingen transgener Arabidopsis-Linien. Aus 



























Anhang 7: GUS-Färbungen von transgenen 4xD-pGPTV_bar-Linien 
Qualitative GUS-Färbungen transgener Arabidopsis-Linien. Aus einer Linie wurden stets mehrere 
Individuen untersucht. 4xD: 4xD-pGPTV_bar. Es wurden Färbungen an Keimlingen und verschiede-








































Anhang 8: GUS-Färbungen von 30I-8_M1S1-pGPTV_bar-Keimlingen 
Qualitative GUS-Färbungen von 7 und 14 Tage alten Keimlingen transgener Arabiopsis-Linien. Aus 










































Anhang 9: GUS-Färbungen von adulten 30I-8_M1S1-pGPTV_bar-Linien 
Qualitative GUS-Färbungen von verschiedenen Organen adulter, transgener Arabidopsis-Linien. Aus 



















































Anhang 10: GUS-Färbungen von 27D-10_M1S2-pGPTV_bar-Keimlingen 
Qualitative GUS-Färbungen von 7 und 14 Tage alten Keimlingen transgener Arabidopsis-Linien. Aus 





































Anhang 11: GUS-Färbungen von adulten 27D-10_M1S2-pGPTV_bar-Linien 
Qualitative GUS-Färbungen von verschiedenen Organen adulter, transgener Arabidopsis-Linien. Aus 









































Anhang 12: Qualitative und quantitative GUS-Assays mit Botrytis cinerea infizierten Blättern 
transgener 30I-8_M1S1-Linien 
Die Färbungen bzw. Messungen wurden drei Tage nach Infektion durchgeführt. Als Kontrollen dienen 
4xD-GUS, 35S-GUS und TATA-GUS-Linien. Es wurden jeweils zwei Individuen einer Linie infiziert. 













































Exp. : Experiment; Ind.: Individuum, Mittelw.: Mittelwert, Std.abw.: Standardabweichung, Ind.faktor: 
Induktionsfaktor (Mittelwert Infiziert/Mittelwert Kontrolle) 
 
Konstrukt/Linie Exp. Ind. 
Kontrolle 







Std.    
abw. 
B. cinerea 







Std.   
abw. 








506 183 1,2 
B 534 329 
2 
A 332 409 







232 85 4,3 
B 39 228 
2 
A 36 133 







93 63 4,0 
B 38 179 
2 
A 8 24 







413 117 3,0 
B 86 491 
2 
A 91 212 







95 75 7,6 
B 17 70 
2 
A 14 65 
B 19 222 






8.768 2.900 0,8 
B 6.169 5.775 
2 
A 8.341 8.186 
B 12.624 7.557 






29 15 1,9 
B 0 11 
2 
A 26 53 
B 19 22 






6.841 2.487 54,8 
B 62 8.665 
2 
A 94 8.784 
B 270 7.255 




Anhang 13: Qualitative und quantitative GUS-Assays mit Pto DC3000 infizierten Blättern trans-
gener 30I-8_M1S1-Linien 
Die Färbungen bzw. Messungen wurden zwei Tage nach Infektion durchgeführt. Als Kontrollen dienen 
4xD-GUS, 35S-GUS und TATA-GUS-Linien. Es wurden jeweils zwei Individuen einer Linie infiziert. 




















































Exp. : Experiment; Ind.: Individuum, Mittelw.: Mittelwert, Std.abw.: Standardabweichung, Ind.faktor: 













Std.    
abw. 
Pto DC3000 







Std.   
abw. 








414 201 1,1 
B 276 490 
2 
A 587 409 
B 144 62 
3 
A 558 709 







66 50 1,2 
B 49 97 
2 
A 10 16 
B 63 18 
3 
A 62 33 







17 17 2,2 
B 18 40 
2 
A 5 10 
B 8 1 
3 
A 0 0 







256 224 1,1 
B 497 327 
2 
A 114 84 
B 262 110 
3 
A 192 143 







14 18 1,9 
B 0 12 
2 
A 0 0 
B 10 2 
3 
A 7 14 





















Std.    
abw. 
Pto DC3000 







Std.   
abw. 
Ind.        
faktor 






5.778 2.874 0,8 
B 8.254 5.213 
2 
A 3.730 0 
B 8.254 6.629 
3 
A 4.592 5.840 
B 11.835 8.052 






9 6 0,9 
B 13 12 
2 
A 4 0 
B 8 0 
3 
A 15 16 
B 12 11 






1.718 1.349 146,1 
B 0 4.476 
2 
A 20 1.088 
B 16 364 
3 
A 29 806 







Anhang 14: Qualitative und quantitative GUS-Assays mit Pto DC3000 avrRPM1 infizierten Blät-
tern transgener 30I-8_M1S1-Linien 
Die Färbungen bzw. Messungen wurden zwei Tage nach Infektion durchgeführt. Als Kontrollen dienen 
4xD-GUS, 35S-GUS und TATA-GUS-Linien. Es wurden jeweils zwei Individuen einer Linie infiziert. 




























































Exp. : Experiment; Ind.: Individuum, Mittelw.: Mittelwert, Std.abw.: Standardabweichung, Ind.faktor: 

























Std.   
abw. 








639 358 2,7 
B 325 862 
2 
A 308 527 
B 45 184 
3 
A 262 1.308 







131 70 2,7 
B 40 160 
2 
A 37 89 
B 29 15 
3 
A 107 211 







32 33 3,5 
B 24 25 
2 
A 14 12 
B 3 26 
3 
A 0 14 







194 56 1,6 
B 59 190 
2 
A 144 126 
B 55 126 
3 
A 138 287 







21 30 / 
B 5 21 
2 
A 0 11 
B 0 7 
3 
A 0 0 

























Std.   
abw. 
Ind.        
faktor 






5.350 2.466 0,8 
B 5.921 5.795 
2 
A 6.081 5.723 
B 5.921 2.321 
3 
A 14.256 9.756 
B 5.840 5.857 






7 5 / 
B 9 15 
2 
A 5 9 
B 4 6 
3 
A 0 4 
B 0 0 






2.584 1.142 41,9 
B 6 2.990 
2 
A 310 571 
B 11 1.904 
3 
A 36 2.433 






Anhang 15: Qualitative und quantitative GUS-Assays mit B. cinerea infizierten Blättern trans-
gener 27D-10_M1S2-Linien 
Die Färbungen bzw. Messungen wurden drei Tage nach Infektion durchgeführt. Als Kontrollen dienen 
4xD-GUS, 35S-GUS und TATA-GUS-Linien. Es wurden jeweils zwei Individuen einer Linie infiziert. 




























Exp. : Experiment; Ind.: Individuum, Mittelw.: Mittelwert, Std.abw.: Standardabweichung, Ind.faktor: 
Induktionsfaktor (Mittelwert Infiziert/Mittelwert Kontrolle) 
 
Konstrukt/Linie Exp. Ind. 
Kontrolle 







Std.    
abw. 
B. cinerea 







Std.   
abw. 








333 190 2,3 
B 417 618 
2 
A 27 174 







587 187 4,2 
B 7 329 
2 
A 153 820 



















Konstrukt/Linie Exp. Ind. 
Kontrolle 







Std.    
abw. 
B. cinerea 







Std.   
abw. 








450 291 14,1 
B 14 171 
2 
A 7 150 







399 133 9,7 
B 12 303 
2 
A 92 273 







25 38 1,0 
B 38 90 
2 
A 0 8 
B 61 0 






7.343 3.146 0,9 
B 5.679 8.036 
2 
A 15.979 12.061 
B 5.679 5.687 






10 5 3,4 
B 0 10 
2 
A 0 18 
B 0 10 






5.126 4.356 27,1 
B 0 2.269 
2 
A 23 4.338 






Anhang 16: Qualitative und quantitative GUS-Assays mit Pto DC3000 infizierten Blättern trans-
gener 27D-10_M1S2-Linien 
Die Färbungen bzw. Messungen wurden zwei Tage nach Infektion durchgeführt. Als Kontrollen dienen 
4xD-GUS, 35S-GUS und TATA-GUS-Linien. Es wurden jeweils zwei Individuen einer Linie infiziert. 






























Exp. : Experiment; Ind.: Individuum, Mittelw.: Mittelwert, Std.abw.: Standardabweichung, Ind.faktor: 
Induktionsfaktor (Mittelwert Infiziert/Mittelwert Kontrolle) 
 
Konstrukt/Linie Exp. Ind. 
Kontrolle 







Std.    
abw. 
Pto DC3000 







Std.   
abw. 








59 21 0,7 
B 46 58 
2 
A 68 26 







60 28 1,4 
B 22 29 
2 
A 76 104 






















Konstrukt/Linie Exp. Ind. 
Kontrolle 







Std.    
abw. 
Pto DC3000 







Std.   
abw. 








29 29 1,7 
B 4 0 
2 
A 0 15 







30 10 1,2 
B 47 19 
2 
A 0 21 







1 2 1,1 
B 0 0 
2 
A 0 5 
B 0 0 






6.183 1.643 0,8 
B 9.906 3.728 
2 
A 6.419 6.004 
B 9.906 8.295 






4 3 / 
B 7 2 
2 
A 0 4 
B 0 0 






1.349 1.106 19,2 
B 0 99 
2 
A 94 2.146 






Anhang 17: Qualitative und quantitative GUS-Assays mit Pto DC3000 avrRPM1 infizierten Blät-
tern transgener 27D-10_M1S2-Linien 
Die Färbungen bzw. Messungen wurden zwei Tage nach Infektion durchgeführt. Als Kontrollen dienen 
4xD-GUS, 35S-GUS und TATA-GUS-Linien. Es wurden jeweils zwei Individuen einer Linie infiziert. 



































Exp. : Experiment; Ind.: Individuum, Mittelw.: Mittelwert, Std.abw.: Standardabweichung, Ind.faktor: 
Induktionsfaktor (Mittelwert Infiziert/Mittelwert Kontrolle) 
 
Konstrukt/Linie Exp. Ind. 
Kontrolle 







Std.    
abw. 
Pto DC3000 avrRPM1   







Std.   
abw. 








167 63 2,8 
B 46 161 
2 
A 121 261 







117 97 2,1 
B 31 44 
2 
A 70 283 


























Konstrukt/Linie Exp. Ind. 
Kontrolle 







Std.    
abw. 
Pto DC3000 avrRPM1   







Std.   
abw. 








18 23 1,2 
B 8 1 
2 
A 35 58 







43 29 1,3 
B 25 23 
2 
A 29 28 







7 5 1,5 
B 14 14 
2 
A 0 8 
B 0 0 






9.502 6.035 0,8 
B 10.502 4.695 
2 
A 22.144 19.246 
B 10.502 9.814 






9 7 / 
B 4 5 
2 
A 0 19 
B 15 0 






1.906 1.706 15,3 
B 6 1.081 
2 
A 0 4.846 






Anhang 18: Einzelergebnisse der Kotransfektionsexperimente mit WRKY70 und verschiedenen 
Reportergenkonstrukten in Petersilie-Protoplasten 
Zur Kotransfektion von Petersilie-Protoplasten wurden pBT10GUS/LUC-Konstrukte und  
pORE-d35S-pA-Expressionsvektoren verwendet. Für jedes pBT10GUS/LUC-Konstrukt sind die Ein-
zelwerte jedes Experiments (Exp.), sowie der Mittelwert (Mittelw.) und die Standardabweichung 
(Std.abw.) über alle Einzelwerte angegeben. Die normalisierte GUS-Aktivität nach Kotransfektion mit 





 angegeben. Der Induktionsfaktor (Ind.faktor) wird aus dem Verhältnis des 

















































































































































3 512 30.991 
  654 31.486 
4 2.824 23.424 
  4.082 42.392 
5 2.783 26.820 
  3.315 43.793 
6 5.312 19.208 
  3.747 23.651 
7 4.568 23.810 
  6.827 32.950 
8 2.792 16.537 
  2.377 16.220 
9 2.075 21.050 
  2.227 18.032 
10 3.571 21.535 
  5.433 26.382 
11 4.511 29.108 
  4.889 32.283 
12 4.011 26.824 
  4.580 29.989 
13 4.912 30.191 
  4.497 37.119 
14 6.042 21.543 
  7.557 44.210 
15 2.721 23.950 






30I-8_M1S1-mut3 bis -mut14-pBT10GUS/LUC: 




































































         


















































































































































































3 11.769 37.385 
  10.928 57.055 
4 6.285 28.152 
  7.249 35.477 
5 1.979 32.507 
  1.849 49.659 
6 4.696 26.378 
  8.394 30.801 
7 5.533 42.618 
  3.892 43.758 
8 9.766 36.302 
  8.722 29.476 
9 6.779 29.750 
  5.096 28.562 
10 6.919 53.818 
  5.381 53.537 
11 4.243 27.844 
  3.459 30.479 
12 8.640 53.515 
  6.918 48.556 
13 7.388 35.151 
  5.442 33.627 
14 5.426 36.326 






27D-10_M1S2 -mut1 und -mut4 bis -mut14-pBT10GUS/LUC: 

































































  12.978 


























































































































































































Anhang 19: Einzelergebnisse der Kotransfektionsexperimente mit WRKY70 und verschiedenen 
Reportergenkonstrukten in Arabidopsis-Protoplasten 
Zur Kotransfektion von Arabidopsis-Protoplasten wurden pBT10GUS-Konstrukte und  
pORE-d35S-pA-Expressionsvektoren verwendet. Für jedes pBT10GUS-Konstrukt sind die Einzelwerte 
jedes Experiments (Exp.) sowie der Mittelwert (Mittelw.) und die Standardabweichung (Std.abw.) über 
alle Einzelwerte angegeben. Die normalisierte GUS-Aktivität nach Kotransfektion mit leerem Expres-
sionsvektor (-WRKY70) bzw. WRKY70-Expressionsvektor (+WRKY70) ist in pmol 4-MU*min
-1
 ange-

























4 1,7 2,0 
5 0,2 0,8 
6 0,3 1,4 
 
30I-8_M1S1-pBT10GUS: 







































30I-8_M1S1 –mut4 und  -mut10 bis -mut14-pBT10GUS: 
































































































































































Anhang 20: Einzelergebnisse der Kotransfektionsexperimente mit SPL7 und verschiedenen 
Reportergenkonstrukten in Petersilie-Protoplasten 
Zur Kotransfektion von Petersilie-Protoplasten wurden pBT10GUS/LUC-Konstrukte und  
pORE-d35S-pA-Expressionsvektoren verwendet. Für jedes pBT10GUS/LUC-Konstrukt sind die Ein-
zelwerte jedes Experiments (Exp.) sowie der Mittelwert (Mittelw.) und die Standardabweichung 
(Std.abw.) über alle Einzelwerte angegeben. Die normalisierte GUS-Aktivität nach Kotransfektion mit 





































































30I-8_M1S1-mut4  und -mut6-pBT10GUS/LUC: 






































































Anhang 21: Einzelergebnisse der Kotransfektionsexperimente mit SPL7 und verschiedenen 
Reportergenkonstrukten in Arabidopsis-Protoplasten 
Zur Kotransfektion von Arabidopsis-Protoplasten wurden pBT10GUS-Konstrukte und  
pORE-d35S-pA-Expressionsvektoren verwendet. Für jedes pBT10GUS-Konstrukt sind die Einzelwerte 
jedes Experiments (Exp.) sowie der Mittelwert (Mittelw.) und die Standardabweichung (Std.abw.) über 
alle Einzelwerte angegeben. Die normalisierte GUS-Aktivität nach Kotransfektion mit leerem Expres-
sionsvektor (-SPL7) bzw. SPL7-Expressionsvektor (+SPL7) ist in pmol 4-MU*min
-1
 angegeben. Der 














































































Anhang 22: Einzelergebnisse der Kotransfektionsexperimente mit JAG und verschiedenen 
Reportergenkonstrukten in Petersilie-Protoplasten 
Zur Kotransfektion von Petersilie-Protoplasten wurden pBT10GUS/LUC-Konstrukte und  
pORE-d35S-pA-Expressionsvektoren verwendet. Für jedes pBT10GUS/LUC-Konstrukt sind die Ein-
zelwerte jedes Experiments (Exp.) sowie der Mittelwert (Mittelw.) und die Standardabweichung 
(Std.abw.) über alle Einzelwerte angegeben. Die normalisierte GUS-Aktivität nach Kotransfektion mit 




















































































Anhang 23: Einzelergebnisse der Kotransfektionsexperimente mit JAG und verschiedenen 
Reportergenkonstrukten in Arabidopsis-Protoplasten 
Zur Kotransfektion von Arabidopsis-Protoplasten wurden pBT10GUS-Konstrukte und  
pORE-d35S-pA-Expressionsvektoren verwendet. Für jedes pBT10GUS-Konstrukt sind die Einzelwerte 
jedes Experiments (Exp.) sowie der Mittelwert (Mittelw.) und die Standardabweichung (Std.abw.) über 
alle Einzelwerte angegeben. Die normalisierte GUS-Aktivität nach Kotransfektion mit leerem Expres-
sionsvektor (-JAG) bzw. JAG-Expressionsvektor (+JAG) ist in pmol 4-MU*min
-1
 angegeben. Der In-










































































































Anhang 24: Analyse und Konzentrationsbestimmung der verwendeten SPL7-DBD-Isolate 
Zwei unabhängig hergestellte SPL7-DBD-Isolate wurden nach Dialyse gegen Gelshift-Bindungspuffer 
mittels SDS-PAGE analysiert. Zur Konzentrationsbestimmung wurden verschiedene Mengen 
BSA-Protein auf demselben Gel aufgetragen. Mittels der Software ImageJ (Schneider et al., 2012) 
wurde die Konzentration der mit Pfeilen markierten SPL7-DBD-Banden auf je ca. 50 ng/µl bestimmt. 
M: Marker; 1-3: 0,5, 1 und 2 µg BSA; 4+5: SPL7-DBD-Isolate. 
 
 
Anhang 25: Analyse und Konzentrationsbestimmung der verwendeten WRKY70-Isolate 
Zwei unabhängig hergestellte WRKY70-Isolate wurden nach Dialyse gegen Gelshift-Bindungspuffer 
mittels SDS-PAGE analysiert. Zur Konzentrationsbestimmung wurden verschiedene Mengen 
BSA-Protein auf demselben Gel aufgetragen. Mittels der Software ImageJ (Schneider et al., 2012) 
wurde die Konzentration der mit Pfeilen markierten WRKY70-Banden auf ca. 10 bzw. 5 ng/µl (Spur 5 
und 7) bestimmt. M: Marker; 1-3: 1, 0,5 und 2 µg BSA; 4+5: 10 und 20 µl WRKY-Isolat 1; 6+7: 10 und 





















Anhang 26: Liste WRKY70-reprimierter und –induzierter Gene 
Aus Microarray-Daten von Li et al. (2004) wurden die 100 in der WRKY70-Überexpressionslinie am 




Nr. AGI Nr. AGI 
 
Nr. AGI Nr. AGI 
1 At3g05020 51 At2g47220 
 
1 At1g65500 51 At3g49120 
2 At3g22240 52 At4g35320 
 
2 At2g43570 52 At4g29900 
3 At2g14560 53 At3g54930 
 
3 At4g01700 53 At4g33050 
4 At1g27030 54 At4g23760 
 
4 At3g57260 54 At4g15030 
5 At2g01760 55 At4g14760 
 
5 At1g45145 55 At1g30900 
6 At5g36910 56 At3g48280 
 
6 At3g48080 56 At1g08450 
7 At2g32990 57 At1g20450 
 
7 At4g29940 57 At2g37130 
8 At4g18640 58 At4g08300 
 
8 At4g01920 58 At4g37690 
9 At5g07690 59 At1g77280 
 
9 At2g44380 59 At5g57560 
10 At3g50970 60 At4g16900 
 
10 At3g13790 60 At4g03450 
11 At2g21050 61 At2g43820 
 
11 At5g57550 61 At1g23840 
12 At4g29610 62 At4g02850 
 
12 At2g21850 62 At2g17040 
13 At1g53160 63 At4g00880 
 
13 At4g35770 63 At3g57240 
14 At2g34930 64 At4g35630 
 
14 At2g44390 64 At1g14170 
15 At2g38300 65 At2g46690 
 
15 At3g15450 65 At4g01740 
16 At4g21760 66 At4g28780 
 
16 At1g75040 66 At4g15090 
17 At1g76680 67 At4g10150 
 
17 At4g37370 67 At3g52430 
18 At1g04250 68 At1g01510 
 
18 At4g04220 68 At2g15390 
19 At1g60270 69 At4g03060 
 
19 At1g28330 69 At1g03400 
20 At1g19050 70 At5g51460 
 
20 At2g31880 70 At4g01610 
21 At2g29710 71 At4g23990 
 
21 At2g47880 71 At2g24360 
22 At2g28190 72 At3g21110 
 
22 At1g05570 72 At1g21250 
23 At2g38280 73 At3g26700 
 
23 At2g32680 73 At3g26220 
24 At2g32860 74 At1g02205 
 
24 At2g33580 74 At3g08720 
25 At1g12520 75 At2g43200 
 
25 At2g17370 75 At1g03210 
26 At1g05540 76 At4g38850 
 
26 At2g22860 76 At2g02930 
27 At4g37190 77 At2g22190 
 
27 At2g24850 77 At4g17900 
28 At2g14520 78 At1g23800 
 
28 At1g11260 78 At1g34750 
29 At2g28870 79 At2g28510 
 
29 At4g23150 79 At4g21380 
30 At4g23500 80 At1g04240 
 
30 At4g30270 80 At5g03840 
31 At4g28640 81 At4g37980 
 
31 At4g20110 81 At4g23470 
32 At2g39700 82 At2g43550 
 
32 At1g05630 82 At2g18870 
33 At1g78930 83 At2g44300 
 
33 At4g02380 83 At4g28270 
34 At3g57710 84 At2g28930 
 
34 At2g25000 84 At2g40000 
35 At5g10180 85 At2g22900 
 
35 AtMg01410 85 At2g43150 
36 At2g03710 86 At4g23790 
 
36 At2g17120 86 At1g79450 
37 At2g42530 87 At3g24800 
 
37 At2g41410 87 At4g23540 
38 At4g23690 88 At4g34650 
 
38 At2g47130 88 At4g14020 
39 At4g17750 89 At4g32350 
 
39 At2g23430 89 At5g60900 
40 At2g38630 90 At4g18580 
 
40 At2g44790 90 At2g33530 
41 At4g14480 91 At2g01730 
 
41 At1g02920 91 At4g15760 
42 At4g33950 92 At2g22170 
 
42 At2g43760 92 At2g01650 
43 At4g13180 93 At4g17180 
 
43 At5g02490 93 At2g04690 
44 At1g56170 94 At1g56670 
 
44 At1g69490 94 At4g27450 
45 At1g08750 95 At4g26790 
 
45 At1g05300 95 At2g35940 
46 At5g60890 96 At4g37280 
 
46 At1g67330 96 At4g37260 
47 At5g25980 97 At2g22980 
 
47 At4g13900 97 At1g04280 
48 At4g36180 98 At2g42740 
 
48 At1g79380 98 At4g09460 
49 At5g15230 99 At3g29160 
 
49 At4g14390 99 At1g16260 
50 At1g10450 100 At2g36120 
 






Anhang 27: Unabhängig reproduzierte Gelshift-Experimente mit WRKY70 und 30I-8_M1S1 
 

































































































































































Anhang 28: POBO-Analysen mit modifizierten Konsensussequenzen der WRKY70-TFBS 
Analog zum unter Kapitel 5.13 beschriebenen Vorgehen wurde das Auftreten modifizierter Konsen-





t-Test t-Wert Freiheitsgrade p-Wert 
Cluster 1 -  
Hintergrund 
52,78 1998 <0,0001 
Cluster 2 –  
Hintergrund 
12,8 1998 <0,0001 
Cluster 1 –  
Cluster 2 








































































































































t-Test t-Wert Freiheitsgrade p-Wert 
Cluster 1 -  
Hintergrund 
36,17 1998 <0,0001 
Cluster 2 –  
Hintergrund 
-25,14 1998 <0,0001 
Cluster 1 –  
Cluster 2 









t-Test t-Wert Freiheitsgrade p-Wert 
Cluster 1 -  
Hintergrund 
16,8 1998 <0,0001 
Cluster 2 –  
Hintergrund 
1,8 1998 0,072 
Cluster 1 –  
Cluster 2 








































































Anhang 29: Alignment aller Klasse III WRKY-Domänen aus A. thaliana 
Vollständig konservierte Aminosäuren sind in rot gezeigt, nicht vollständig konservierte Aminosäuren 





Anhang 30: WRKY70 weist kaum Unterschiede zur Konsensussequenz der Klasse III WRKY-
Domänen auf 
Die gezeigte Konsensussequenz beruht auf den Aminosäuren, die in 80 % der in Anhang 29 aufge-
führten WRKY-Domänen konserviert sind (rot). Nicht konservierte Aminosäuren sind mit X gekenn-








10.1. Glycerinkulturen und DNA–Konstrukte 
Verwendet Bakterien-, Hefe- und Pilzstämme: 
Glycerinkultur Name Beschreibung/Selektion Kapitel 





3708 B. cinerea B05.10 
 
4.11.36 
3275 E. coli XL1 Blue MRF’ Tet
R
 4.11.9 
3907 E. coli M15 [pRep4] Expressionsstamm, Kan
R
 4.11.10 
3559 P. syringae pv. tomato DC3000 (pVSP61_empty) 








P. syringae pv. tomato DC3000 
pVSP61_avrRPM1 







3794 S. cerevisiae Y1H Gold 





Glycerinkultur DNA Name Beschreibung Kapitel 












in XL1 Blue MRF, Carb
R
 4.11.35 





in XL1 Blue MRF, Carb
R
 4.11.35 
4380 6430 4xD-pBT10-GUS in XL1 Blue MRF, Carb
R
 4.11.35 
4168 6435 p70S-Luc in XL1 Blue MRF, Carb
R
 4.11.20 
3173 4914 pBT10-GUS in XL1 Blue MRF, Carb
R
 4.11.35 
3824 5760 pBT10GUS-d35S-LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 4.11.35 






Glycerinkultur DNA Name Beschreibung Kapitel 
3225 6945 pGPTV_bar T-DNA-Vektor in XL1 Blue MRF’, Kan
R
 4.11.35 
3655 5364 pORE-O2 T-DNA-Vektor in XL1-Blue MRF', Kan
R
 4.11.20 
4377 6950 pQE30 in XL1 Blue MRF, Carb
R
 4.11.19 
4378 6952 pQE31 in XL1 Blue MRF, Carb
R
 4.11.19 
4379 6951 pQE32 in XL1 Blue MRF, Carb
R
 4.11.19 
3430 6947 pRT101-LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 4.11.34 
/ 5870 TF-only cDNA-Bank cDNA-Bank in pDEST_GAD424  
(Mitsuda et al., 2010). ca. 0,5 ug/ul.  





Erstellte Plasmide und Stämme: 
 
Glycerinkultur DNA Name Beschreibung Kapitel 
4017 6194 pORE-O2-d35S-pA in XL1 Blue MRF, Kan
R
 4.11.20 
4111 6337 pORE-O2-d35S-pA-cmyc in XL1 Blue MRF, Kan
R
 4.11.20 


















4038  p53His2 + pGAD-Rec2-53 
[Y1HGold] 
in Y1HGold, 




4039  pHis2.1 + pGAD-Rec2-53 
[Y1HGold] 
in Y1HGold, 





































Glycerinkultur DNA Name Beschreibung Kapitel 
4221 6643 1x30I-8_M1S1_mut3-
pBT10GUS/LUC 




















































































































Glycerinkultur DNA Name Beschreibung Kapitel 
4286 6796 4x30I-8_M1S1_mut10-
pBT10GUS/LUC 






































































in XL1 Blue MRF, Carb
R
 4.11.16 
3256 4892 30I-8-pHis2.1 in XL1 Blue MRF, Kan
R
 4.11.17 
3987 / 30I-8-pHis2.1/pAbAiLIC [Y1H 
Gold] 





































Glycerinkultur DNA Name Beschreibung Kapitel 
4236 6658 1x27D-10_M1S2_mut3-
pBT10GUS/LUC 




















































































































Glycerinkultur DNA Name Beschreibung Kapitel 
4360 6768 4x27D-10_M1S2_mut10-
pBT10GUS/LUC 








































in XL1 Blue MRF, Carb
R
 4.11.16 




4153 / 4xGG13_M1_S2-pHis2.1 
[Y1H Gold] 











4018 6195 AtWRKY70-pDEST_GAD424 Aus Y1H-Screening mit 
Bait 30I-8_M1S1-pHis2.1. 


















in XL1 Blue MRF, Kan
R
 4.11.20 






















4313 6727 WRKY70-pQE32 in XL1 Blue MRF, Carb
R
 4.11.19 










Glycerinkultur DNA Name Beschreibung Kapitel 
4020 6197 SPL7-pDEST_GAD424 aus Y1H-Screening mit 
Bait 30I-8_M1S1-pHis2.1. 









4151 6416 SPL7-pORE-d35S-pA in XL1 Blue MRF, Kan
R
 4.11.20 
4157 6427 SPL7-pORE-d35S-pA-cmyc in XL1 Blue MRF. Kan
R
 4.11.20 






















4373 6808 SPL7-DBD-pQE31 in XL1 Blue MRF, Carb
R
 4.11.19 







4263 6684 JAG-pDEST-GAD424 aus Y1H-Screening mit 
Bait 27D-10_M1S2-





4315 6729 JAG-pCR4Blunt-TOPO in XL1 Blue MRF, 2 stille 







4369 6804 JAG-pORE-d35S-pA in XL1 Blue MRF, Kan
R
 4.11.20 
4490 6944 TATA-pGPTV_bar in XL1 Blue MRF, Kan
R
 4.11.15 
4486 6942 4xD-pGPTV_bar in XL1 Blue MRF, Kan
R
 4.11.15 
4478 6938 30I-8_M1S1_pGPTV_bar in XL1 Blue MRF, Kan
R
 4.11.15 
3592 5229 27D-10_M1S2_pGPTV_bar in XL1 Blue MRF, Kan
R
 4.11.15 









































Weitere Plasmide aus Koschmann et al. (2012): 
Glycerinkultur  DNA Name Beschreibung 
Bezeichnung bei  
Koschmann et al. (2012) 
3921 5900 4x 12i_M1S1-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 1 
3834 5774 4x20u_M1S1-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 2 
3840 5784 4x20u_M1S2-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 3 
3844 5788 4x28M-1_M1S1-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 4 
3827 5767 15AAA_M1S1-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 5 
3923 5902 22A_M1S1-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 6 
3835 5775 22DDD_M1S1-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 7 
3832 5772 21G-2_M1S2-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 8 
3830 5770 38M_M1S1-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 9 
3925 5904 26LLL_M1S2-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 10 
3829 5769 18H_M2S1-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 11 
3924 5903 18H_M2S3-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 12 
3856 5800 12G_M2S1-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 13 
4118 6620 30I-6_M2S1-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 14 
3833 5773 27G-8_M1S1-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 15 
4384 6810 15CCC_M1S1-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 16 
4126 6628 21Q_M1S1-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 17 
3831 5771 21S_M3S1-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 18 
3922 5901 14S_M1S1-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 19 
4361 6809 30I-8_M1S1-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 20 
3926 5905 30I-8_M1S2-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 21 
3836 5776 30I-8_M1S3-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 22 
3828 5768 27D-10_M1S2-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 23 
4130 6632 30H-8_M1S2-pBT10GUS/LUC in XL1 Blue MRF, Carb
R
 24 




10.2. Primer und Oligonukleotide 
Primer Name Sequenz Beschreibung Kapitel 
4630 30I-8_M1_S1_fw ctagtACAACAGACGACTTTTCATAATTCAt 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.27 
4.11.16 
4631 30I-8_M1_S1_rev ctagaTGAATTATGAAAAGTCGTCTGTTGTa 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.27 
4.11.16 
6315 30I-8_M1S1_mut1_f ctagtGTGGTGAGCGACTTTTCATAATTCAt 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6316 30I-8_M1S1_mut1_r ctagaTGAATTATGAAAAGTCGCTCACCACa 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6317 30I-8_M1S1_mut2_f ctagtACAACAAGTAGTCCTTCATAATTCAt 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 




6319 30I-8_M1S1_mut3_f ctagtACAACAGACGACCCCCTGCGATTCAt 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6320 30I-8_M1S1_mut3_r ctagaTGAATCGCAGGGGGTCGTCTGTTGTa 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6321 30I-8_M1S1_mut4_f ctagtACAACAGACGACTTTTCACGGCCTGt 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
 
6322 30I-8_M1S1_mut4_r ctagaCAGGCCGTGAAAAGTCGTCTGTTGTa 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6323 30I-8_M1S1_mut5_f ctagtACAACAGACAGTCCCCCATAATTCAt 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6324 30I-8_M1S1_mut5_r ctagaTGAATTATGGGGGACTGTCTGTTGTa 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6777 30I-8M1S1_m6_f ctagtGTGGCAGACGACTTTTCATAATTCAt 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6778 30I-8M1S1_m6_r ctagaTGAATTATGAAAAGTCGTCTGCCACa 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6779 30I-8M1S1_m7_f ctagtACAGTGAACGACTTTTCATAATTCAt 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6780 30I-8M1S1_m7_r ctagaTGAATTATGAAAAGTCGTTCACTGTa 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6781 30I-8M1S1_m8_f ctagtACAACAAGTAACTTTTCATAATTCAt 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6782 30I-8M1S1_m8_r ctagaTGAATTATGAAAAGTTACTTGTTGTa 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6783 30I-8M1S1_m9_f ctagtACAACAGACAGTCTTTCATAATTCAt 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6784 30I-8M1S1_m9_r ctagaTGAATTATGAAAGACTGTCTGTTGTa 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6785 30I-8M1S1_m10_f ctagtACAACAGACGACCCCCCATAATTCAt 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
 








5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6913 30I-8M1S1_m12f ctagtACAACAGATAACTTTTCATAATTCAtcta
gtACAACAGATAACTTTTCATAATTCAt 

























5115 27D-10_M1S2 fwd ctagtTGTTCACTTTGAAAAGTATTCTTTGAGt 5`-Phosphat, 100 µM 5.11 
5116 27D-10_M1S2 rev ctagaCTCAAAGAATACTTTTCAAAGTGAACA
a 
5`-Phosphat, 100 µM 5.11 
6325 27D-10_M1S2_mut1_f ctagtGTCCTGTTTTGAAAAGTATTCTTTGAGt 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6326 27D-10_M1S2_mut1_r ctagaCTCAAAGAATACTTTTCAAAACAGGAC
a 
5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6327 27D-10_M1S2_mut2_f ctagtTGTTCGTCCCAGGGAGTATTCTTTGAG
t 
5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6328 27D-10_M1S2_mut2_r ctagaCTCAAAGAATACTCCCTGGGACGAAC
Aa 
5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6329 27D-10_M1S2_mut3_f ctagtTGTTCACTTTGAGGGACGCCTTTTGAG
t 
5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6330 27D-10_M1S2_mut3_r ctagaCTCAAAAGGCGTCCCTCAAAGTGAAC
Aa 
5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6331 27D-10_M1S2_mut4_f ctagtTGTTCACTTTGAAAAGTATCTCCCAGTt 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6332 27D-10_M1S2_mut4_r ctagaACTGGGAGATACTTTTCAAAGTGAAC
Aa 
5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6333 27D-10_M1S2_mut5_f ctagtTGTTCACTTTGGGGGACGTTCTTTGAG
t 
5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6334 27D-10_M1S2_mut5_r ctagaCTCAAAGAACGTCCCCCAAAGTGAAC
Aa 
5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6744 27D-10_M1S2m6_f ctagtTGTTCGTCCTGAAAAGTATTCTTTGAGt 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6745 27D-10_M1S2m6_r ctagaCTCAAAGAATACTTTTCAGGACGAAC
Aa 
5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6746 27D-10_M1S2m7_f ctagtTGTTCACTCCAGAAAGTATTCTTTGAGt 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6747 27D-10_M1S2m7_r ctagaCTCAAAGAATACTTTCTGGAGTGAAC
Aa 
5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6748 27D-10_M1S2m8_f ctagtTGTTCACTTTGGGGGGTATTCTTTGAG
t 
5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6749 27D-10_M1S2m8_r ctagaCTCAAAGAATACCCCCCAAAGTGAAC
Aa 
5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6750 27D-10_M1S2m9_f ctagtTGTTCACTTTGAAAGACGTTCTTTGAGt 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6751 27D-10_M1S2m9_r ctagaCTCAAAGAACGTCTTTCAAAGTGAAC
Aa 
5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6752 27D-10_M1S2m10_f ctagtTGTTCACTTTGAAAAGTGCCTTTTGAGt 5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6753 27D-10_M1S2m10_r ctagaCTCAAAAGGCACTTTTCAAAGTGAAC
Aa 
5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6919 27D-10_M1S2_m11f ctagtTGTTCACTTTGAAAAGTATTTCTTGAGt
ctagtTGTTCACTTTGAAAAGTATTTCTTGAGt 














5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6923 27D-10_M1S2_m13f ctagtTGTTCACTTTGAAAAGTATTCTTTAGGt
ctagtTGTTCACTTTGAAAAGTATTCTTTAGGt 




5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6925 27D-10_M1S2_m14f ctagtTGTTCACTTTGAAAAGTATTCTTTGACt
ctagtTGTTCACTTTGAAAAGTATTCTTTGACt 




5`-Phosphat, 100 µM 4.11.16 
6927 MS23_left_HindIII_new tagcAAGCTTgaattcggcgcgccactagt Zur Amplifikation von cis-
Elementen aus pBT10-GUS 
4.11.15 
6928 MS23_right_SmaI_short atCCCGGGggtggccactcgagc 
6417 Bait_l ttcattaatgcagcggatca Primer zur Amplifiktion von 
cis- Elementen aus 
pBT10GUS und Subklonie-
rung in pHIS2.1 
4.11.17 
6418 Bait_r gcGAGCTCggtcttgcggtcgactcta 
6335 c-myc fwd TCGAGCCTCGACCTCAACACAACATGGCA
GAACAAAAACTTATTTCTGAAGAAGATCTG
T 
Oligonukleotide zur Erstellung 
eines c-myc Tags in einem 
Vektor mittels XhoI und XbaI 
Überhängen die beim 
Annealen entstehen. Das Tag 
enthält ein ATG gefolgt von 
den Codons für 
AEQKLISEEDL (c-myc Tag) 
4.11.20 
6336 c-myc rev CTAGACAGATCTTCTTCAGAAATAAGTTTTT
GTTCTGCCATGTTGTGTTGAGGTCGAGGC 
6148 GAL4AD-RV CGTTTTAAAACCTAAGAGTCAC Primer zur Amplifikation des 
cDNA-Inserts positiver Klone 
aus der TF-only Library 
4.11.30 
6149 GAL4AD CTATTCGATGATGAAGATACCCC 
6231 AtWRKY70 -02 f GGATCCAAATGGATACTAATAAAGC Primer zur Amplifikation von 
AtWRKY70 aus cDNA.  und  
Klonierung mittels der Bam-
HI/KpnI Linker 
4.11.18 
6232 AtWRKY70 1061r GGTACCCACTCATTAGAGAAAAGGGCAAA 
6931 SPL7 fwd2 GACCCCGGGTATGTCTTCTCTGTCGCAATC
GCCACCAC 
Primer zur Amplifikation von 
SPL7 aus cDNA und  Klonie-
rung mittels der SalI/SmaI 
Linker. 60 °C Annealing 
4.11.18 
6932 SPL7 rev2 GTCGACTCAAATTTTGTGTACCAATCTCATT
CGGATTGC 





6803 SPL7 DBD r TTAAGCTTTGACGCTGTTATCATTCTGTGA 
6929 JAG cDNA fwd234 TAGGATCCTCATGAGGCATGAGGAGAATTA
CTTAGAC 
Primer zur Klonierung von 
JAG direkt aus der TF-only 
Bank 
4.11.18 
6930 JAG cDNA rev963 TAGCGTCGACTCAGAGCGAGTGATGATCT
TGAAACCGATTGAT 
4632 30I-8 M1S2 fwd ctagaCTATATGACAAAAGTCAAACATAAAt 5`-Phosphat, 100 µM 5.11 




5182 30I-8 M1S3 fwd ctagaTCGTTCTTCAGTCAAAAAGTCAAACTA
TCTCTCTCt 
5`-Phosphat, 100 µM 5.11 
5183 30I-8 M1S3 rev ctagtGAGAGAGATAGTTTGACTTTTTGACTG
AAGAACGAa 
5`-Phosphat, 100 µM 5.11 
5113 21S_M3_S1_fwd ctagaTAATTTCTCTTGCGTAGAAAAGTCTGA
TCGGGAAGt 
5`-Phosphat, 100 µM 5.11 
5114 21S_M2_S1_rev ctagtCTTCCCGATCAGACTTTTCTACGCAAG
AGAAATTAa 
5`-Phosphat, 100 µM 5.11 
5897 30-H8_M1S2_fwd ctagaTGGTCAGCATGTTGGACTTTCCAAATT
CATTGACCt 
5`-Phosphat, 100 µM 5.11 
5898 30-H8_M1S2_rev ctagtGGTCAATGAATTTGGAAAGTCCAACAT
GCTGACCAa 
5`-Phosphat, 100 µM 5.11 
6933 30I-8_M1_S1_fw [Bio] ctagtACAACAGACGACTTTTCATAATTCAt-
BIO 
3`-Biotin, für Gelshift-
Experimente, 0,1 µM 
4.11.26 
6934 30I-8_M1_S1_rev [Bio] ctagaTGAATTATGAAAAGTCGTCTGTTGTa-
BIO 
3`-Biotin, für Gelshift-
Experimente , 0,1 µM 
4.11.26 
10.3. Pflanzensamen 
Nummer Name Linie Generation Anmerkung Kapitel 
8143 pORE-d35S-pA / FloralDip in Col-O 4.11.20 
8207-B 35S-pGPTV_bar 1 T1 in Col-O 4.8, 5.2, 5.3 
8208 35S-pGPTV_bar 2 T1 in Col-O 4.8, 5.2, 5.3 
8209 35S-pGPTV_bar 3 T1 in Col-O 4.8, 5.2, 5.3 
8210 35S-pGPTV_bar 4 T1 in Col-O 4.8, 5.2, 5.3 
8211 35S-pGPTV_bar 5 T1 in Col-O 4.8, 5.2, 5.3 
8212 35S-pGPTV_bar 5 T2 in Col-O 
 
8213 35S-pGPTV_bar 5 T2 in Col-O 
 
8214 TATA-pGPTV_bar 2 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8215 TATA-pGPTV_bar 3 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8216 TATA-pGPTV_bar 4 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8217 TATA-pGPTV_bar 5 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8218 TATA-pGPTV_bar 5 T2 in Col-O 
 
8219 TATA-pGPTV_bar 5 T2 in Col-O 
 
8220 4xD-pGPTV_bar 1 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8221 4xD-pGPTV_bar 2 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8222 4xD-pGPTV_bar 3 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8223 4xD-pGPTV_bar 4 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8224 4xD-pGPTV_bar 1 T2 in Col-O 
 
8225 4xD-pGPTV_bar 1 T2 in Col-O 
 
8226 4xD-pGPTV_bar 1 T2 in Col-O 
 
8227 4xD-pGPTV_bar 1 T2 in Col-O 
 
8228 4xD-pGPTV_bar 2 T2 in Col-O 
 
8229 4xD-pGPTV_bar 3 T2 in Col-O 
 
8230 4xD-pGPTV_bar 3 T2 in Col-O 
 





8232 4xD-pGPTV_bar 3 T2 in Col-O 
 
8233 4xD-pGPTV_bar 3 T2 in Col-O 
 
8234 4xD-pGPTV_bar 3 T2 in Col-O 
 
8235 4xD-pGPTV_bar 3 T2 in Col-O 
 
8236 4xD-pGPTV_bar 3 T2 in Col-O 
 
8237 4xD-pGPTV_bar 4 T2 in Col-O 
 
8238 4xD-pGPTV_bar 4 T2 in Col-O 
 
8239 4xD-pGPTV_bar 4 T2 in Col-O 
 
8240 4xD-pGPTV_bar 4 T2 in Col-O 
 
8241 4xD-pGPTV_bar 4 T2 in Col-O 
 
8242 4xD-pGPTV_bar 4 T2 in Col-O 
 
8243 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 1 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8244 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 2 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8245 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 3 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8246 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 4 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8247 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 5 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8248 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 6 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8249 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 7 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8250 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 8 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8251 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 9 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8252 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 10 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8253 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 11 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8254 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 12 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8255 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 13 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8256 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 14 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8257 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 2 T2 in Col-O 
 
8258 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 2 T2 in Col-O 
 
8259 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 3 T2 in Col-O 
 
8260 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 3 T2 in Col-O 
 
8261 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 3 T2 in Col-O 
 
8262 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 6 T2 in Col-O 
 
8263 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 6 T2 in Col-O 
 
8264 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 6 T2 in Col-O 
 
8265 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 6 T2 in Col-O 
 
8266 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 6 T2 in Col-O 
 
8267 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 8 T2 in Col-O 
 
8268 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 8 T2 in Col-O 
 
8269 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 8 T2 in Col-O 
 
8270 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 8 T2 in Col-O 
 
8271 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 13 T2 in Col-O 
 
8272 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 13 T2 in Col-O 
 
8273 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 13 T2 in Col-O 
 
8274 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 14 T2 in Col-O 
 
8275 30I-8_M1S1_pGPTV_bar 14 T2 in Col-O 
 
8276 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 1 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 




8278 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 3 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8279 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 4 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8280 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 5 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8281 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 7 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8282 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 8 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8283 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 9 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8284 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 10 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8285 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 11 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8286 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 12 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8287 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 13 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8288 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 14 T1 in Col-O 4.11.15, 5.2, 5.3 
8289 Col-0 / / - 4.4 
8290 WRKY70-pORE-d35S-pA 1 T1 in Col-O 4.11.20 
8291 SALK_025198C (wrky70-KO) / / wrky70 6 
8292 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 2 T2 in Col-O 
 
8293 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 2 T2 in Col-O 
 
8294 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 3 T2 in Col-O 
 
8295 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 3 T2 in Col-O 
 
8296 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 5 T2 in Col-O 
 
8297 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 5 T2 in Col-O 
 
8298 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 8 T2 in Col-O 
 
8299 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 8 T2 in Col-O 
 
8300 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 10 T2 in Col-O 
 
8301 27D-10_M1S2_pGPTV_bar 10 T2 in Col-O 
 
8302 pORE-d35S-pA-cymc / FloralDip in Col-O 4.11.20 
8304 pORE-d35S-pA-cymc / FloralDip in Col-O 4.11.20 
8305 WRKY70-pORE-d35S-pA-cymc / FloralDip in Col-O 4.11.20 
8306 WRKY70-pORE-d35S-pA-cymc / FloralDip in Col-O 4.11.20 
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